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(57) Abstract: The invention relates to neuromodulatory oligomers of the amyloid-P(l-42) protein, a particular production method, 
by means of which the oligomer can be obtained in a reproducible manner at high yield, the use of the oligomers as diagnostic 
and therapeutics agents, for the generation of oligomer-specific antibodies and for the discovery of substances which can interact 
with the oligomers and in the formation thereof. Corresponding methods for the production of the antibodies and for discovery 
of the substances are also disclosed as are the antibodies themselves and the use of the antibodies or substances as diagnostic and 
therapeutic agents. The invention further relates to derivatives of the oligomers and oligomers based on abbreviated forms of the 
amyloid-P(l-42) proteins, the production and use thereof. 

(57) Zusanunenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft neuromodulierende Oligomere des Amyloid-p(l-42)-Proteins, ein spe- 
zielles Herstellungsverfahren, mit dem die Oligomere in reproduzierbarer Weise und grosser Ausbeute erhaltlich sind, sowie die Ver- 
wendung der Oligomere als Diagnostika und Therapeutika, zur Erzeugung oligomerspezifischer Antikorper und zum AufiRnden von 
Substanzen, die mit den Oligomeren und deren Bildung in Wechselwirkung treten kOnnen. Entsprechende Verfahren zur Erzeugung 
der Antikorper bzw. zum Auffinden der Substanzen werden genauso beschrieben wie die die Antikorper selbst und die Verwendung 
der Antikdrper bzw. Substanzen als Diagnostika und Therapeutika. Die Erfindung betrifft in gleicher Weise auch Derivate der Oli- 
gomere, insbesondere quervemetzte Oligomere und Oligomere auf Basis verkiirzte Formen des Amyloid-p(l-42)-Proteins davon. 
deren Herstellung und deren Verwendung. 



wo 2004/067561 PCT/EP2004/000927 

1 

Amyloicl-P(1-42)-Oligomere, Derivate davon und AntikOrper dafur, Verfahren zu 
deren Herstellung und deren Verwendung. 

Die vorllegende Erflndung betrifft neuromodulierende Oligomere des Amyloid-p(1- 
5 42)-Proteins, ein spezielles Herstellungsverfahren, mit dem die Oligomere in 

reproduzierbarer Weise und gro&er Ausbeute erhgltllch sind. sowie die Venwendung 
der Oligomere als DIagnostlka und Therapeutlka, zur Erzeugung 
ollgomerspezlfischer AntikOrper und zum Auffinden von Substanzen, die mit den 
Ollgomeren und deren Blldung in Wechselwlrkung treten kGnnen. 

10 

Die Erfindung betrifft In glelcher Welse auch Derivate der Oligomere. Insbesondere 
quervemetzte Oligomere und Oligomere auf Basis verkOrzter Fomien des Amylold- 
P(1-42)-Protelns davon, deren Herstellung und deren Venwendung. 

15 Entsprechende Verfahren zur Erzeugung der AntlkSrper bzw. zum Auffinden der 
Substanzen werden genauso beschrieben wie die Antlkdrper selbst und die 
VenA/endung der Antikdrper bzw. Substanzen als DIagnostlka und Therapeutlka. 

Amyloid-p(1-42)-Protein, kurz auch als Ap(1-42) bezeichnet, ist ein zentraler 
20 Bestandteil unlSslicher, aus Proteinen, Lipiden, Kohlehydraten und Salzen 

zusammengesetzter extrazelluiarer Ablagerungen (senile oder neuritische Plaques) 
in den Gehirnen von Alzheimer- und Down-Syndrom-Patienten (C.L. Masters et al. 
PNAS 82, 4245 - 4249, 1985). Dieses in wassriger Umgebung zur Polymerisation 
nelgende Protein kann in sehr verschiedenen molekularen Formen vorliegen. 

Eine einfache Korrelation unieslicher Proteinablagerung mit dem Auftreten oder der 
Progredlenz von Demenzerkrankungen, wie z,B. Alzheimer, hat sich als nicht 
Qberzeugend erwiesen (R.D.Teny et al Ann.Neurol. 30. 572-580 (1991), D.W. 
Dickson et al. Neuroblol. Aging 16, 285-298 (1995)). HIngegen scheint der Veriust 
von Synapsen und kognitiver Wahmehmung besser mit Idslichen Fomnen des Ap(1- 
42) zu korrelleren (L.F. Lue et al. Am. J. Pathol. 155, 853-862,(1999), C.A. McLean 
et al. Ann. Neurol. 46, 860-866 (1999)). 

Zu den I5slichen Fomien von Ap(1-42) gibt es Im Wesentllchen zwei verschiedene 
Hypothesen (Iber die molekularen Fomien, die ursachlich fOr Demenzerkrankungen, 
wie Alzheimer, sein sollen. 

Zum einen wird eine cytotoxische Wirkung von Ap(1-42)-Protofibrillen postuliert. Dies 
sind noch lOsliche, fibrillare, hoher aggregierte Ap(1-42)-Formen mit 
Molekulargewichten im Bereich von 150-250 kDa (Arispe et al. PNAS 90. 567 (1993), 
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Lashuel et al., Nature 418. 291 (2002)), die aufgrund Poren formender Eigenschatten 
einen unkontrollierten Einstrom von Calcium durch die Membranen neuronaler Zellen 
bewirken sollen. 

5 Zum anderen warden oligomere AP(1-42)-Derivate mit Molekulargewlchten Im 
Bereich von 15-30 kDa (MP. Lambert et al. PNAS 95, 6448-6453 (1998)) 
beschrieben. DIese auch als von Amyloid abstammende, diffundlerbare und zur 
Demenz beitragende Ugandan (ADDL's fQr Amyloid Derived Dementing Ugands, vgl. 
US-A 6,218,506 und WO 01/10900, oder fQr Amyloid Derived Diffusible Ugands, vgl. 
10 Lambert et al. supra) bezeichneten, nicht fibrlliaren Oligomere finden sich in 

PrSparationen, die eInen inhlbierenden Einfluss auf die Langzeitpotenzlerungsrate 
von Neuronen in hippocampalen Schnltten zeigen. 

Der Stand der bisherigen Oligomerenforschung ist allerdings durch groIXe Unklarhelt 
15 Qber die eigentlicfi relevante Spezies charakterisiert. Die Angaben in der Literatur 
gehen weit auseinander. So warden in der US-A 6,218,506 ADDLs mit 3 bis 12 
Untereinheiten beschrieben, wohingegen die in WO 01/10900 beschriebenen ADDLs 
k&nnen bis zu 24 Untereinheiten aufweisen. 

20 Insbesondere werden wenigstens zwei Fornien diskutiert, die bei 

gelelektrophoretischer Analyse unter nicht denaturierenden Bedingungen 
Molekulargewichte im Bereich von 27 bis 28 kDa und 23 bis 24 kDa (US-A 
6,218,506) Oder von etwa 26 kDa bis 28 kDa (WO 01/10900) bzw. 17 kDa und 27 
kDa (M.P. Lambert et al. PNAS 95. 6448-6453 (1998)), und bei SDS- 

25 gelelelektrophoretlscher Analyse unter denaturierenden Bedingungen 

Molekulargewichte von 17 kDa und 22 kDa (M.P. Lambert et al. PNAS 95. 6448- 
6453 (1998)) bzw. von etwa 22 kDa bis etwa 24 kDa und von etwa 18 kDa bis etwa 
19 kDa (Vyo 01/10900) aufweisen. Auch SDS-stabile Ap(1-42)-Oiigomere mit 
Molekulargewlchten im Bereich von 8 kDa und 12 kDa wurden durch Western Biot- 

30 Verfahren an Gehirnen von Alzhelmer-Patlenten bereits nachgewiesen (C,A. McLean 
et al. Ann. Neurol. 46, 860-866 (1999)). 

Nachteilig an den beschriebenen Herstellvorschriften ist, dass sle Inhomogene 
Oligomer-Prdparationen ergeben. 

35 

So konnten die fQr die Neuromodulation verantwortlichen molekularen Fbrmen von 
Ap(1-42) noch nicht in reproduzierbarer Weise zur VerfQgung gestellt, geschwelge 
denn in eindeutiger Weise identifiziert werden. 
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Die Bedeutung einer homogenen PrSparation kann aber z. B. aus dem Verlauf einer 
ersten klinischen Studie zur aktiven Immunisierung an Alzheimer-Patienten 
ermessen werden. Die Vakzinierung mit einer praaggregierten Form des AP(1-42) 
hatzu erheblichen Nebenwirkungen (!\/Iengloencephalitis, Blutungen) be! einem Tell 
5 der Patlenten gefQhrt, da die gebildeten AntikSrper auch die vermutllcli fQr die 
Auskleldungen von Zellen notwendigen Ap(1-42)-Formen erkannten, was zu 
EntzQndungsreaktionen fOhrte (D.'Schenk.; Nat. Rev. Neurosci. 3, 824-828 (2002)). 

FQr eine maSgeschnelderte Therapie, die speziell auf die Neutralisierung der 
10 elgentllch schSdigenden Protelnfomi abzlelt, 1st deswegen deren Identlfizlerung und 
definierte Herstellung unabdingbare Voraussetzung. 

DarQber hinaus 1st das Auftreten von N-temiinal verkQizten Fomrjen des Ap(1-42)- 
Protelns in Zusammenhang mit der Alzhelmerschen Erkrankung erwahnt worden. 

1 5 Berelts 1 985 wurden In den Ablagerungen von Gehlrnen verstorbener Alzheimer- 
Patienten neben dem Ap(1-42) auch N-temriinal verkOrzte Fonnen nachgewiesen (C. 
Masters et al., PNAS 82. 4245-4249 (1985)). So 1st auch bekannt, dass bestimmte 
im Gehim vorkommende Proteasen, wie Neprilysin (NEP 24.1 1) oder IDE (kurz fUr 
Jnsulin Degrading Enzyme") Ap(1 -42) abbauen kdnnen (D.J. Selkoe, Neuron 32, 

20 177-180, (2001)). 

Die Bedeutung der N-terminal verkQrzten Formen in der Pathogenese der 
Alzhelmerschen Erkrankung ist jedoch unklar (E.B. Lee et al. JBS 278, 4458-4466 
(2003)). InteressantenA/eise akkumulieren einige Patlenten mit sporadlscher oder 

25 familiarer Aizheimerscher Erkrankung oder Down-Syndrom bevorzugt diese 

verkQrzten Formen (J. NSslund et al, PNAS 91 , 8378-8382, (1994), C. Russo et al., 
Nature 405, 531-532, (2000), T.C. Saido et ai, Neuron 14. 457-466, (1995)). In einer 
neueren Arbeit (N. Sergeant et al, J. of Neurochemistry 85, 1581-1591 , (2003)) 
wurde gezeigt. dass 60% aller unlosiichen Ap-Peptide in Gehirnen verstorbener 

30 Alzheimer-Patienten auf N-terminal verkQrzten Fonnen basieren. 

Antlkfirper. die gegen monomeres Ap(1-42)-Protein und bestimmte Fragment davon 
gerichtet slnd, wurden berelts beschiieben. 

35 So betreffen die WO 03/01 6466 und WO 03/01 6467 den monoklonalen AntlkOrper 
266 und Analoga davon, denen eIne bestimmte Glykosylierungsstelle In CDR2 fehlt. 
Auch humanlsierte Versionen davon (Hu-266) slnd bekannt. In diesen Druckschriften 
slnd auch weltere monkolonale AntikOrper erwShnt, die wie der AntikSrper 226 
Epitope im Bereich der AminosSuren 13-28 von Ap(1-42) erkennen. Hierzu gehOren 

40 die Antikfirper 4G8 (auch In Lue et al. (1 999). supra, envShnt) und 1 02. Femer Ist in 
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McLean et al. (1999). supra, der monoklonale AntikOrper 1 E8 erwahnt. der ein Epitop 
im Berelch der Aminosiuren 18-22 von A|3(1-42) erkennen soli. 

Zudem sind eine Reihe welterer Antikdrper bekannt, welche Epitope N-terminaler 
5 Sequenzen des Ap(1-42) erkennen. HIeizu gehSren der kommerziell erhaitllche, 
monoklonale AntlkOrper 6E10 (auch In WO 01/10900; Naslund et al. (1994), supra; 
Sergeant et al. (2003), supra. erwShnt) sowie die monoklonalen Antikflrper 3D6 und 
10D5 (slehe WO 03/016467) sowie BanSO und NAB228 (Lee et al. (2003). supra). 

10 Ferner sInd noch die monoklonalen Antikdrper W02, 21 F12 und 3D6 sowie das 
polyklonale Serum ADA42 zu nennen (Sergeant et al. (2003), supra). 

Eine Oberslcht Qber anti-AP(1-42).Antik6rper, die sicii In prSklinischen PrOfungen 
befinden, findet sich Schenk et al. (2002), supra. 

15 

Die der vorllegenden Erfindung zugrunde liegende Aufgabe, die fQr die 
neuromoduiierende und insbesondere neuronenschadigende Wirkung von /\p(1-42) 
ursachlichen und bei Demenzerkrankungen, wie der Alzheimerschen Erkrankung 
und des Down-Syndroms, verstarkt auftretenden molekularen Fomien zur VerfOgung 

20 zu stellen, ISst die Erfindung durch bestimmte AP(1 -42)-Oljgomere, die in Form 
homogener Praparationen mit einem speziellen Verfahren aus monomerem Ap(1- 
42)-Protein eriiaitiicli sind. sowie durcli bestimmte Derivate dieser Oligomere, 
insbesondere quervernetzte Oligomere und Oligomere auf Basis verkOrzter Ap(1-42)- 
Formen. Das Herstellungsverfahren ermSgliclit es, schlecht in wassrigen IVIedien 

25 Idsliches, peptidsynthetisches Ap(1 -42)-Protein in grolier Ausbeute in definierte 
I6sliche Oligomere zu Qberfuiiren. 

Gegenstand der vorllegenden Erfindung sind daher die in den PatentansprQchen 
definierten Gegenstdnde. 

30 

So betrifft die vorllegende Erfindung Oligomere des Amyloid-p(1-42)-Protelns, wobel 
die Oligomere In der SDS-Gelelektrophorese ein apparentes Molekulargewicht von 
etwa 15 kDa, 20 kDa, 38 kOa bzw. 48 kDa aufwelsen, oder Derivate der Oligomere 
mit einem gegebenenfalls der Derlvatlsierung entsprechend veranderten 
35 i\4oiekulargewiciit. 

Amyloid-P(1-42)-Protein steht fQr ein 42 Aminosauren aufweisendes Polypeptid, 
welches sich durch proteolytische Prozessierung vom Amyloid-Vorlauferprotein (APR 
iQr Amyloid Precursor Protein) abieitet. Neben humanen Varianten gehfiren auch 
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Isoformen des Amyloicl-p(1-42)-Proteins dazu, die in anderen Organismen als 
l\/lensclien, insbesondere weiteren Saugerrii vor allem Ratten, vorkommen. 

Gemau einer besonderen AusfQhaingsform betrifft die vorliegende Erfindung 
5 Ollgomere humaner Amyloid-p(1 -42)-Proteine. Zu liumanen Amyloid-p(1 -42)- 
Proteinen gehfiren insbesondere das Protein mit der AminosSuresequenz SEQ ID 
N0:1, sowie Muteine und allele Varianten davon, die sich von besagter Sequenz 
insbesondere durch Aminosdurenaustausch ableiten. In diesem Zusammenhang 
sind vor allem folgende Aminosauresubstitutionen zu nennen: A21G, E22K, E22Q, 
10 E22G und D23N. So gehfiren zu den Muteinen bzw. allelen Varianten des Amylold- 
p(1-42)-Proteins erflndungsgemSli Insbesondere Protelne mit einer 
AmlnosSuresequenz SEQ ID N0:1 , in der eine Oder mehrere unter Alanin 21 , 
GiutaminsSure 22 und Asparaginsgure 23 ausgewShlte AminosSuren mit einer 
anderen, vor^ugsweise unter Glycin, Lysin, Glutamin und Asparagin ausgewSiiiten, 
15 AminosSure substitulert sind. ErfindungsgemSR von besonderer Bedeutung sind 
Substitutionen an Position 22 insbesondere mit Glutamin Oder Glycin. 

GemafJ einer weiteren besonderen AusfQhrungsform betrifft die vorliegende 
Erfindung Oligomere von Ratten-Amyloid-p(1-42)-Proteinen. Zu Ratten-Amyloid-p(1- 
20 42)-Proteinen gehdren insbesondere das Protein mit der Aminosauresequenz SEQ 
ID N0:2, sowIe Muteine und allele Varianten davon, die sich von besagter Sequenz 
insbesondere durcti Aminosaurenaustausch ableiten. In diesem Zusammenhang 
sind vor allem solche Aminosauresubstitutionen zu nennen, die den fOr die humane 
Sequenz eriSuterten Aminosauresubstitutionen entsprechen, 

25 

Amyloid-p(1-42)-Protein kann nach bekannten peptidsynthetischen Verfahren oder 
rekombinant hergestellt werden. DarQber hinaus sind eine Reihe dieser Protelne 
kommerziell erhaitlich. Gleiches gilt auch fQr IVIuteine und allele Varianten. 

30 Die erflndungsgemaHen Oligomere sind durch Oligomerislerung von Amyloid-p(1 - 
42)-Protein erhaitlich. Die Oligomerislerung beinhaltet eine nichtkovalente 
Aggregation monomeren Amyloid-Proteins, so dass davon auszugehen ist, dass die 
erfindungsgemaiien Oligomere aus mehreren Amyloid-p(1-42)-Protelnmonomeren 
zusammengesetzt sind. 

35 

Je nach Oligomerisierungsgrad weisen die erfindungsgemaUen Oligomere 
unterschiedliche Molekulargewichte auf. So kttnnen den Oligomeren mittels 
denaturierender Gelelektrophorese apparente IVIolekulargewichte zugeordnet 
werden. Diese betragen etwa 15 kDa fQr das Oligomer A1, etwa 20 kDa fQr das 
40 Oligomer A2, etwa 38 kDa fQr das Oligomer B1 und etwa 48 kDa fQr das Oligomer 
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B2, wenn man die Gelelektrophorese unter denaturierenden Standardbedingungen 
(Tris-Glycin-Gel, 4-20 %, vgl. LSmmli UK, Nature 227. 680-685 (1970)) durchfOhrt. 
wobel folgende Standardproteine bei gleichen Bedingungen folgende apparente 
Molekulargewichte aufweisen: Myosin 250 l<Da, Rlnder-Semmalbumin 98 l<Da, 
5 Glutaminhydrogenase 64 kDa, Carboanhydrase 36 kDa, Myoglobin 30 kDa, Lysozym 
16 kDa, Aprotinin 6 kDa, insulin B-Kette 4 kDa (vgl. Blue Pre-stained Standard). 
EInem weiteren Aspekt zufolge betragen die Molekulargwichte fQr die Oligomere B 
etwa 64 bis 90 kDa, wenn man die Gelelektrophorese unter natlven 
Standardbedingungen (Tris-Glycin-Gel, 4-20 %) durchfOhrt, wobel folgende 
10 Standardproteine bei gleichen Bedingungen folgende apparente Molekulargewichte 
aufweisen: Myosin 250 kDa, Rinder-Serumalbumin 98 kDa, Glutaminhydrogenase 64 
kDa, Carisoanhydrase 36 kDa, Myoglobin 30 kDa, Lysozym 16 kDa, Aprotinin 6 kDa, 
Insulin B-Kette 4 kDa (vgl. Blue Pre-stained Standard). 



15 Einem weiteren Aspekt zufolge sind die erfindungsgemaBen Oligomere durch eine 
Affinitat zu neuronalen Zeilen gekennzeichnet. Es ist davon auszugehen. dass die 
Oligomere an bestimmte Zelloberfladienprotelne, insbesondere Rezeptoren, binden. 

Demnach betrifft die vorliegende Erflndung auch ein Verfahren zur Bestimmung der 
20 Bindung eines erfindungsgemaHen Oligomers an eIne vorgegebene zelluldre 
Struktur, wobel man 

i) das erfindungsgemalie Oligomer auf die zellulSre Struktur einwirken ISlit und 

ii) bestimmt, ob das erfindungsgemSUe Oligomer an die zelluiare Struktur 
blndet. 

25 

EInem weiteren Aspekt zufolge sind die erfindungsgemaBen Oligomere durch eine 
neuromodullerende Wirkung gekennzeichnet. Diese neuromoduiierende WIrkung 
kann sich insbesondere in einer vemninderten Oberlebensfahigkeit von neuronalen 
Zeilen. beisplelsweise Neuroblastom-Zellen manifestieren (Neurotoxizitat), wenn 

30 man wenigstens ein erfindungsgemades Oligomer auf eine Kultur dieser Zeilen 
einwirken lasst. Dabei kann die Oberiebensfahigkeit der Zeilen in an sich bekannter 
Weise beurtellt werden, beispielsweise indem man das AusmaB der bei Elnwirkung 
der erfindungsgemaBen Oligomere bewirkten Apoptose bestimmt. f^ierzu stehen 
geeignete Testverfahren, beispielsweise kolorimetrische Verfahren auf Basis von 3- 

35 [4,5-Dimethyithiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT), zur VerfOgung. In 
vivo kann sich diese neuromoduiierende Wirkung insbesondere in einer Modulation 
der Feuerungsrate von Neuronen manifestieren. 
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, Demnach betrifft die vorliegende Erfindung auch ein Verfahren zur Bestimmung der 

AktivitSt, insbesondere der Neurotoxizitat, eines erfindungsgemaiien Oligomers, 
wobei man 

I) das erflndungsgemaiie Oligomer auf Zellen einwirken I3&t und 
5 ii) bestimmt. ob sich der Zustand der Zellen verSndert. 



FQr besagte Verfahren kann man erfindungsgemilies Oligomer In der oben 
beschrlebenen Weise bereitstellen, z.B. In Form einer der oben angegebenen 
Zusammensetzungen. Die Zellen bzw. zeliuiSren Strukturen werden 
10 zweckmaiSlgerweise In vitro, insbesondere als Zellkultur bzw. bei zelluiaren 

Strukturen auch als Homogenate, bereltgestellt. HIerbei dienen neuronale Zellen und 
insbesondere Neuroblastomzellen zur Bestimmung der Neurotoxizltat. Altemativ 
kOnnen die Zellen auch In vivo, Insbesondere als Tell eines Organlsmus, z.B. eines 
Versuchstiers, oder ex vivo, bereltgestellt werden. 

15 

Der Zustand der Zellen wird in der Regel zumindest einmal vor und zumindest einmal 
nach dem Einwirken des Oligomers bestimmt. Ergibt ein Vergleich zwischen dem 
Zustand vor und dem Zustand nach dem Einwirken eine Abweichung, besltzt das 
getestete Oligomer Aktivitat. 

20 

Die Art des zu bestimmenden Zustandes richtet sich nach der Art der zu 
bestimmenden Aktivitat. Eine Neurotoxizltat lasst sich bestimmen, indem man 
beispielsweise die Oberlebensfahigkeit bestimmt. Dazu kann man den Antell 
lebender Zellen bezogen auf die Gesamtzellzahl vor und nach dem Einwirken des 
25 Oligomers bestimmen und miteinander verglelchen. 

Aufbauend auf oblgen Verfahren zur Bestimmung der Bindung oder Aktivitat, kann 
man bestlmmteh AusfQhrungsfomien zufolge Substanzen dahingehend testen, ob sie 
die Bindung erfindungsgemaiier Oligomere inhlbieren und/oder deren Aktivitat 
30 modulieren, also Insbesondere vemngem oder im wesentlichen vollstandig hemmen 
(inhlbieren), oder verstarken. 

Im Prinzip wird dazu das Verfahren wenigstens zwelmal durchgefOhrt, einmal in 
Gegenwart der Testsubstanz und ein welteres Mai ohne Testsubstanz. Hierzu wird 
35 die Testsubstanz den Ollgomeren in der Regel nach ihrer Bereitsteliung zugesetzt. 
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Soli allerdings bestimmt werden, ob eine zu testende Substanz die Bildung der 
Oligomere beeinflusst oder nicht, wird die Substanz zweckmaiiigerweise bereits vor 
Bildung der Oligomere, also bereits vor ilirer Bereitstellung, beispielsweise dem oder 
den fQr die Oligomerbildung eingesetzten Edukt(en), zugesetzt. So kann man das 
5 erfindungsgemSfle Herstellverfahren unter Zusatz der Testsubstanz durchfQhren und 
anschlieliend bestimmen, ob und In welchem Ausmali die Oligomere gebildet 
werden. Dazu kann man bestimmen, ob die auf diese Weise erhaltenen 
Verfahrensprodukte die Eigenschaften der erfindungsgemaden Oligomere besitzen, 
also beispielsweise deren Moiekulargewicht, Bindungsf3higkeit und AktivitSt haben. 

10 

Im Sinne einer mdgliclist ausgeprSgten neuromodulierenden Wirkung sind die 
erfindungsgemSBen Oligomere B zu bevorzugen. Aucli Derivate dieser Oligomere 
sind in dieser Hinsicht bevorzugt, wobei insbesondere die Oligomere auf Basis eines 
N-tenninal verkOrzten Ap(1 -42)-Proteins iiervorzuheben sind. 

15 

Aus verfahrenstechnisclien GrQnden kOnnen die Oligomere A bzw. die Oligomere B 
als Gemisch in Form von Zusammensetzungen anfallen, die neben den Oligomeren 
ferner geringe Anteile an weiteren Polypeptiden, insbesondere monomerem Amyloid- 
p(1-42)-Protein und gegebenenfalls auch hOhemioIekularer Formen aggregierten 

20 Amyloid-p(1-42)-Proteins entfialten. Derartige Zusammensetzungen sind ebenfalls 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung und zeichnen sich insbesondere dadurch 
aus, dass der Anteil an erfindungsgemaBem(n) Oligomer(en) bezogen auf die 
Gesamtheit der vom Amyloid-p(1-42)-Protein abstammenden Proteine wenigstens 70 
Gew.-%. vorzugsweise wenigstes 90 Gew.-% und insbesondere wenigstens 95 

25 Gew.-% betrSgt. Bel einer Preparation der Oligomere A liegt der Anteil des 
Oligomers A2 (20 kDa-Bande Im SDS-Gel) bei wenigstens 50 Gew.-% und 
vorzugsweise bei wenigstens 70 Gew.-% und Insbesondere bei wenigstens 85 Gew.- 
%. Bei einer Prdparation der Oligomere B liegt der Anteil der Oligomere B1 und B2 
(38 kDa- und 48 kDa-Banden Im SDS-Gel) bei wenigstens 60 Gew.-%. vorzugsweise 

30 bei wenigstens 75 Gew.-% und Insbesondere bei wenigstens 90 Gew.-%. 

Die erfindungsgemSflen Oligomere kdnnen auch derivatisiert seih. Zweck derartiger 
Derivatisierungen kann es beispielsweise sein, die physikochemischen 
Eigenschaften der Oligomere Insbesondere im Hinblick auf die BioverfQgbarkeit zu 
35 modulieren, die Oligomere mit einer nachweisbaren Markierung zu versehen oder zu 
immobiliseren, z.B. an Trager koppein zu konnen. Markierung und Immobilisierung 
haben Insbesondere fQr diagnostische Anwendungen Bedeutung. 
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Geeignete im proteinbiochemischen Bereich gelSufige Markierungen sind dem 
Fachmann hinianglich bekannt, Hierzu gehdren Fluoreszenz-Markierungen, 
belsplelsweise bestimmte Fluorescein- und Tetramethylrhodamin-Derivate, 
lumineszlerende Markierungen, kolorlmetrische IVIarkierungen, radioaktive 
5 Markierungen und magnetische Markierungen sowie Markierungen mit AffinitSt zu 
komplementaren Bindungspartnern, wie Biotin- und Streptavidin-Derivate. 

Hinsichtllch der apparenten Molekulargewlchte 1st zu beachten, dass die 
Ollgpmerderivate Molekulargewlchte aufweisen, die Im Vergleich zu den nicht 
10 derivatisierten Oligomeren entsprechend erhdht sein kbnnen. wobei die 

Aggregationszahl aber die gleiche ist. So welst beispielswelse ein auf dem Ap(1-42)- 
Oligomer 81 mit einem Molekuiargewicht im SDS-Gel von 38 kDa aufbauendes 
Biotln-Derivat ein Molekulargewlcli von 42 kDa auf. 



15 Gemaii einer besonderen AusfQhrungsfonm der vorliegenden Erfindung sind die 
Oligomere quervemetzt. Geeignete Quervemetzungsmlttel sind dem Fachmann 
bekannt und stellen in der Regel bifunktionelle Reagenzien dar, wie Formaldehyd, 
Glutardialdehyd, Disuccinimidyisuberat, Dithiobis(succinlmidylproplonat), 
Disuccinimidyitartrat, Disulfosuccinimidyltartrat, Dimethyladipimidat, 

20 Dimethylpimeiidat, Dimethylsuberimidat, Dimethyl-3,3'-dithiobispropionimidat, N-y- 
maleinimldobutyloxysuccinimldester, Succinimidyl-4(N-maleinimidomethyl)- 
cyclohexan-1-carboxylat, N-Succinimidyl-(4-iodacetyl)amlnobenzoat und N- 
Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)propionat. 

25 Derartige quervernetzte Oligomere haben den Vorteil, dass sie stabilisiert sind und 
ihre Oiigomerisiemng in der Regei nicht mehr reversibel ist. Sie eignen sich daher 
besonders fOr den Einsatz in diagnostischen Testsystemen bzw. als Immunogen zur 
Hersteilung oligomerspezlfischer Antikdrper. 

30 Zu den Derivaten erfindungsgemSBer Oligomere geharen auch Oligomere von 

Fragmenten des Amyloid-p{1-42)-Proteins. Bevorzugt sind diejenigen Fragmente. die 
durch Einwirkung natQriich vorkommender Proteasen erhSltlich sind. Insbesondere 
die durch Proteolyse unter nicht denaturierenden Bedlngungen In physlologischen 
Puffem erhaitlichen Fragmente besitzen eine im Vergleich zum Amyloid-p(1-42)- 

35 Protein erhOhte proteolytische Stabiiltat. Bevorzugt werden Fragmente. die durch 
Einwirkung von Endopeptldasen erhSltiich sind. GemSB einer besonderen 
AusfQhrungsform der vorliegenden Erfindung sind die Fragmente erhSltllch durch 
Einwirkung von Trypsin, Chymotrypsin, Thermolysin, Elastase, Papain oder 
Endoproteinase GluC. Einem welteren Aspekt zufolge sind diejenigen Fragmente 

40 bevorzugt, deren erfindungsgemaiie Oligomere durch eine neuromodullerende 
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Wirkung gekennzeichnet sind, Zur weiteren Eriauterung dieses Aspekts wird auf die 
entsprechenden AusfOhrungen zur neuromodulierenden Wirkung erfindungsgemader 
Oligomere des Amyloid-p(1-42)-Proteins verwiesen. 

5 Strukturell sind bevorzugte Fragmente insbesondere dadurch gekennzeichnet, dass 
sie sich vom Amyloid-P(1-42)-Protein durch Abspaltung N-tenminaler Sequenzen 
ableiten. Einem Aspekt zufolge kann es sich be! diesen N-terminalen Sequenzen urn 
Fragmente mit bis zu 23, vorzugsweise mit bis zu 21 und Insbesondere mit bis zu 19 
AminosSuren der N-terminalen Sequenz des Amyloid-p(1-42)-Proteins handeln. 

10 Dementsprechend werden erfindungsgemaii Fragmente des Ap{1 -42)-Proteins 
bevorzugt, deren Sequenz die Aminosduren 24 bis 42, vorzugsweise 22 bis 42 und 
insbesondere 20 bis 42 in kontinuieriicher Abfoige umfasst. Einem weiteren Aspekt 
zufolge kann es sich bel den abzuspaltenden N-terminalen Sequenzen um 
Sequenzen mit mindestens 7, vorzugsweise mit mindestens 9 und insbesondere mit 

IS mindestens 1 1 AminosSuren der N-tenminalen Sequenz des Amyloid-p(1-42)- 
Proteins handeln. Dementsprechend werden erfindungsgemdd insbesondere 
Fragmente des Amylold-p(1-42)-Proteins bevorzugt, die N-terminal um 7 bis 23, 
vorzugsweise 9 bis 21 und insbesondere 11 bis 19 Aminosduren verkQrzt sind. Diese 
Fragmente entsprechen der Formel Ap(x-42). wobei x fQr 8 bis 24. vorzugsweise 10 

20 bis 22 und insbesondere 12 bis 20 steht. ErfindungsgemdH sind die Ap(x-42)- 

Fragmente daher vorzugsweise auszuwShlen unterfolgenden Fragmenten: Ap(8-42), 
Ap(9-42). Ap(10-42), Ap(11-42), Ap(12-42), Ap(13-42), Ap(14-42), Ap(15-42), Ap(16- 
42), Ap(17-42), AP(18.42), Ap(19-42). Ap(20-42), Ap(21-42), Ap(22-42), Ap(23-42) 
und Ap(24-42). Spezlelle Fragmente sind das durch EInwirkung von Thennolysln 

25 erhaitiiche Amylold-p(20-42)-Fragment sowie das durch Einwirkung von 
Endoproteinase GluC erhSitiiche Amyloid-p(12-42)-Fragment. 

Zu erfindungsgemaHen Derivaten gehdren auch solche Formen, die sich von einem 
Amyloid-p(1-42)-Protein ableiten, das C-terminai 1 oder 2 weitere AminosSuren 
30 aufweist. So gehdren beispielsweise Oligomere des AP(1-43)-Proteins oder obigen 
AusfOhrungen entsprechende Derivate davon dazu. 

Das erfindungsgemade Verfahren zur Herstellung der Oligomere kann im 
Wesentlichen drei Schritte beinhalten, von denen der erste Schritt optional aber 
35 vorteilhaft ist, der zweite Schritt fOr die Herstellung der Oligomere A und B zwingend 
ist und der dritte Schritt der Herstellung der erfindungsgem§lien Oligomere B dient. 

Schritt 1 betrifft die Entfaltung des Proteins. Dazu kann man Wasserstoffbriicken- 
brechende Agenzlen, wie z.B. Hexafluorisopropanoi (HFIP). auf das Protein 
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einwirken lassen. Einwirkungszeiten von wenigen Minuten, beispielsweise etwa 10 
bis 60 Minuten, relchen dann aus, wenn die Einwirkungstemperatur etwa 20 bis SO^C 
und insbesondere etwa 35 bis 40°C betragt. Anschlieliendes Losen des zur Trockne 
eingedampflen RQckstandes, vorzugsweise in konzentrierter Form, in geeigneten, 
5 mit wassrigen Puffern misclibaren, organischen LSsungsmitteIn, wie z. B. 

Dimethylsulfoxld (DMSO), ergibt eine in Scliritt 2 des erfindungsgemaiSen Verfahrens 
elnsetzbare Suspension des zumindest partiell entfalteten Proteins. 
Erforderlichenfalls kann die Stammsuspenslon zwischenzeitlicli bei tiefer 
Temperatur, beispielsweise bei etwa -20°C gelagert werden. 
10 - 

Aitemativ zu obigem Schritt 1 kann man das Protein In leicht saurer, vorzugsweise 
wSssriger L5sung, beispielsweise einer etwa 10 mM wSssrlgen HCI-LOsung, 
aufnehmen. Nach eIner In der Regel wenige Minuten umfassenden Inkubationszelt 
werden unl5sliche Bestandteile abzentrlfuglert. Einlge Minuten bei 10.000 g sind 
15 zweckmaftig. Diese Verfahrenssclirltte werden vorzugsweise bei Raumtemperatur, 
d.h. einer Temperatur im Bereich von 20 bis 30 'C durchgefOhrt. Der nach 
Zentrifugation eriialtene Oberstand enthait das Amyloid-p(1-42)-Protein und kann 
zwischenzeitlich bei tiefer Temperatur, beispielsweise bei etwa •20°C gelagert 
werden. 

Scliritt 2 betrifft die Oligomerisierung des Proteins zu den Oligomeren A. Dazu ISsst 
man ein Detergenz auf das gegebenenfalls zumindest partiell entfaltete Protein 
einwirken, bis ausreichend Oligomer A entstanden ist. 

Bevorzugt verwendet werden lonische Detergenzien, Insbesondere anionische 
Detergenzien. 

GemSB einer besonderen AusfOhmngsform venwendet man ein Detergenz der 
Fomiel (I): 

R-X. 

worin 

der Rest R fOr gegebenenfalls verzwelgtes AlkyI mit 6 bis 20 und vorzugsweise 10 
bis 14 Kohlenstoffatomen oder gegebenenfalls verzwelgtes Alkenyl mit 6 bis 20 und 
vorzugsweise 10 bis 14 Kohlenstoffatomen steht. 

der Rest X fQr eine saure Gruppe oder deren Salz steht. wobel X vorzugsweise 
ausgewahit ist unter -COO'M*. -SOa'M* und vor allem 

-OSOa'M* und M* fOr ein Wasserstoffkation oder ein vorzugsweise unter Alkali- und 
Erdalkalimetailkationen und Ammonlumkationen ausgewShltes anorganisches oder 
organisches Kation steht 
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Vorteilhaft sind Detergenzien der Formel (I), worin R fQr unverzweigtes AlkyI steht. 
wobei hiervon insbesondere Alk-1-yl-Reste zu nennen sind. Besonders bevorzugt ist 
Natriumdodecylsulfat (SDS). Auch Lauryls^ure und Olsaure lessen sich vorteilhaft 
einsetzen. Besonders vorteilhaft ist auch das Na-Salz des Detergenz Lauroylsarcosin 
5 (auch als Sarkosyl NL-30 oder Gardol® bekannt). 

Insbesondere die Einwirkungszeit des Detergenz hdngt davon ab. ob - und wenn ja, 
in welchenn AusmaB - das in die Oiigomerisierung eingetragene Protein entfaltet ist. 
Wurde das Protein gemSB Schritt 1 zuvor mit einem WasserstoffbrOcken-brechenden 

10 Agens, also insbesondere mit Hexafluorisopropanol, behandelt. reichen 

Einwirkungszeiten im Bereich von wenlgen Stunden, vorteiihaftenA/else etwa 1 bis 20 
und insbesondere etwa 2 bis 10 Stunden dann aus, wenn die Elnwirkungstemperatur 
etwa 20 bis 50 °C und insbesondere etwa 35 bis 40 °C betrSgt. Witxl von weniger 
Oder im Wesentlichen nicht entfaltetem Protein ausgegangen, sind entsprechend 

15 langere Einwirkungszeiten zweckmSISig. Wurde das Amyloid-p(1-42)-Protein 

beispielsweise gemaii der oben alternativ zu SchrItt 1 angegebenen Vorgehensweise 
vorbehandelt oder wird es direkt in Schritt 2 eingetragen, reichen Einwirkungszeiten 
im Bereich von etwa 5 bis 30 Stunden und insbesondere von etwa 10 bis 20 Stunden 
dann aus, wenn die Elnwirkungstemperatur etwa 20 bis 50 "C und insbesondere 

20 etwa 35 bis 40 "C betr&gt. Nach der Inkubation werden unidsliche Bestandteile 
vorteiihaftenwelse abzentrifugiert. Einige Minuten bei 10.000 g sind zweckmSBig. 

Die zu wahlende Detergenz-Konzentration hangt vom verwendeten Detergenz ab. 
Wird SDS verwendet, so erweist sich eine Konzentration im Bereich von 0,01 bis 1 
25 . Gew.-%, vorzugsweise von 0,05 bis 0,5 Gew.-%, belspielsweise von etwa 0,2 Gew.- 
% als zweckmaUig. Werden Laurylsaure oder Olsaure verwendet, sind etwas hohere 
Konzentratlonen zweckmauig, etwa in einem Bereich von 0,05 bis 2 Gew.-%, 
vorzugsweise von 0,1 bis 0,5 Gew.-%, belspielsweise von etwa 0,5 Gew.-%. 

30 Die Einwirkung des Detergenz soilte bei einer Salzkonzentration etwa Im 

physlologischen Bereich erfolgen. So sind insbesondere NaCI-Konzentratlon im 
Bereich von 50 bis 500 mM, vorzugsweise von 100 bis 200 mM und besonders bei 
etwa 140 mM zweckm3llig. 

35 Die resultlerende, die Oligomere A, d.h. insbesondere die Oligomere A1 und/oder A2 
enthaltende Ldsung kann zwischenzeltlich bei tiefer Temperatur, belspielsweise bei 
etwa -20°C gelagert werden. Sie kann als solche der erfindungsgemaUen 
Verwendung bzw. der weiteren Umsetzung zu den Oligomeren B zugefQhrt werden, 
Oder es kSnnen sich zunachst weitere Aufarbeitungs- bzw. Relnigungsschritte 

40 anschlieHen, mit denen insbesondere eine weitere Anreicherung wenlgstens eines 



wo 2004/067561 PCT/EP2004/000927 

13 

der erfindungsgemaRen Oligomere A erzielt wird. Insbesondere kann man mittels 
chromatographischer Verfahren die erfindungsgemalien Oligomere von weiteren, in 
der L5sung enthaltenden Proteinbestandteilen und insbesondere solchen, die sich 
vom Amylold-p(1-42)-Protein ableiten, abtrennen. insbesondere bieten sich zu 
5 diesem Zweck affimtatschromatograpliisclie Verfahren an, bei denen beispielsweise 
spezifische AntikSrper, also insbesondere auch die erfindungsgemSlien 
oligomerspezifischen Antik5rper, zum Einsatz kommen kdnnen. 

Schritt 3 betrifft die Oiigomerislerung zu den Oligomeren B, Vorzugsweise wird eine 

10 Oligomer A enthaltende Zusammensetzung als Edukt fOr diesen Schritt gewShlt 
Insofem besitzen die Oligomere A erfindungsgemsa Bedeutung als 
Zwischenprodukte zur Herstellung der Oligomere B. Stammt diese 
Zusammensetzung aus Schritt 2, so enthait sle regelma&ig Detergenz und eine 
Saizkonzentration im physiologischen Bereich. Dann ist es zweckmsaig, die 

15 Detergenzwirkung bzw. die Saizkonzentration zu verringern. Dies kann durch eine 
Verringerung der Detergenz- bzw. Saizkonzentration. z.B. durch Verdunnen, 
zweckmaiiigen/veise mit Wasser oder einem Puffer niedrigerer Saizkonzentration, z. 
B. Tris-HCI, pH 7,3, erfolgen. VerdQnnungsfaktoren im Bereich von etwa 2 bis 10, 
vorteilhafterweise im Bereich von etwa 3 bis 8 und insbesondere von etwa 4 haben 

20 sich als geeignet erwiesen. Die Verringemng der Detergenzwirkung kann auch durch 
Zugabe von Substanzen erzielt werden, welche die Detergenzwirkung neutralisieren 
kSnnen. Hierzu gehbren beispielsweise Substanzen, welche die Detergenzien zu 
komplexieren vermSgen, wie Substanzen, die Zellen im Zuge von Reinigungs- und 
Extraktionsmalinahmen zu stabilisieren vermogen, z.B. bestimmte EO/PO- 

25 Blockcopolymere, insbesondere das unter dem Handelsnamen Pluronic® F 68 
gefuhrte Blockcopolymer. Geeignet sind auch alkoxylierte und insbesondere 
ethoxylierte Alkylphenole wie die ethoxylierten t-Octylphenole der Triton® X-Serie, 
Insbsondere Triton® XI 00, 3-(3-Gholamidopropyl-dimethylammonio)-1- 
propansulfonat (CHAPS®) oder alkoxylierte und insbesondere ethoxylierte 

30 SorbitanfettsSureester wie die der Tween®-Serie, insbesondere Tween® 20, in 
Konzentrationsbereichen im Bereich oder oberhalb derjeweiligen kritischen 
Mizellenkonzentration. 

AnschlieHend inkubiert man die Losung, bis ausreichend Oligomer B entstanden ist. 
35 Einwirkungszeiten im Bereich von mehreren Stunden. vorzugsweise im Bereich von 
etwa 10 bis 30 Stunden und insbesondere im Bereich von etwa 15 bis 25 Stunden 
reichen dann aus, wenn die Einwirkungstemperatur etwa 20 bis 50 ^'C und 
insbesondere etwa 35 bis 40 ''C betrSgt. Anschliefiend kann man die Losung 
konzentrieren und eventuelle RUckstSnde abzentrifugieren. Auch hier erweisen sich 
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wenige Minuten bei 10.000 g als zweckmaliig. Der nach Zentrifugation erhaltene 
Oberstand enthSIt Oligomere B. 

Die resultierende, die Oligomere B, d,h. insbesondere die Oligomere B1 und/oder B2 
5 enthaltende Lfisung kann zwischenzeitlich bei tiefer Temperatur, beispielsweise bei 
etwa -80°C gelagert werden. Sie kann als solche der erfindungsgemafien 
Verwendung zugefQhrt werden oder es kdnnen sich zunachst weitere Aufarbeitungs- 
bzw. Reinigungsschritte anschliefien. DiesbezQgllch wird auf die obige AusfOhrungen 
zu entsprechenden Mal^nahmen im Zusammenhang mit den Oligomeren A Bezug 
10 genommen. 

Weitere Aufarbeltungs- bzw. Reinigungsschritte kSnnen auch zu dem Zweck 
durchgefOhrt werden, das zur Herstellung der Oligomere verwendete Detergenz im 
Wesentlichen vollstdndig zu entfemen. Beispielsweise kdnnen die Oligomere B 

IS zundchst aus der Detergenz-haltigen Ldsung ausgefSllt, gewonnen und erneut in 
Detergenz-freiem Medium geldst werden. Maflnahmen zum Ausfallen von Proteinen 
sind dem Faclimann fiinianglich bekannt. Erfindungsgemaft hat sich die Zugabe 
wassrig-methanolischer Essigsaure als zweckmaliig erwiesen. Ohne an einen 
bestimmten Mechanismus gebunden zu sein, scheint das Detergenz bzw. die 

20 Variation von Detergenz- und Salzkonzentrationen das 

Protein in definierte lOsliche Formen zu bringen, die sich von der in wassrigen 
physiologischen Puffern gelosten Ausgangsform des Proteins kiar unterschelden, 
was sich z.B, mittels denaturierender oder nativer Gelelektrophorese oder 
Gelpermeationschromatographie feststellen lasst. Dies ist erstaunlich, da 

25 Detergenzien normalerweise Proteinaggregate zu desaggregieren, d, h. in 

Untereinheiten zu zerlegen vermSgen. wohingegen erfindungsgemafi ausgehend 
von einem zur Aggregation nelgenden Monomer definierte Oligomere erhalten 
werden. 

30 Zur Herstellung von Derivaten erfindungsgemaiier Oligomere geht man 
zweckmaiiigerweise so vor, dass man das vorstehend beschriebene 
erfindungsgemaiie Verfahren an bereits entsprechend derivatislertem Amylold-|3(1- 
42)-Protein durchfOhrt. Altemativ kann auch eine Derivatislerung des Oligomers 
vorgenommen werden, wodurch die Struktur des Oligomers allerdlngs nicht 

35 verSndert werden sollte. Geeignete proteinchemische MaKnahmen sind dem 
Fachmann bekannt 

Die Quervernetzung erfindungsgemaHer Oligomere oder Derivate davon kann in an 
sich bekannter Weise erfolgen. Verwendet man beispielsweise Glutardialdehyd als 
40 Quervernetzungsmittel, kann eine aus dem erfindungsgemaiien Verfahrensschritt 2 
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Oder 3 resultierende L6sung mit einer Glutardialdehyd-L5sung behandelt werden. 
Nach wenigen Stunden bei Raumtemperatur haben die Oligomere mit dem 
Glutardialdeliyd reagiert. Die Real^tion kann dann in an sich bekannter Weise durch 
Umsetzung des QbersciiUssigen Glutardialdeliyds mit allgemein zu diesem Zweck 
5 bekannten Reagenzlen wie Etiianolamin gestoppt werden. Je nachdem, ob man die 
erfindungsgemSBen Oligomere A oder B quervemetzt, erh§lt man eine LSsung 
erfindungsgemSBer quervemetzter Oligomere, die mit A-CL bzw. B-CL bezeichnet 
werden. 

10 Insbesondere fOr die gegebenenfalls quervernetzten Oligomere B bzw. Derivate 
davon 1st es mfigllch, Im Anschluss an deren Synthese die Salzkonzentratlon wieder 
zu erhdhen, ohne die Stabllitat der Oligomere zu beeintrdchtlgen. Dies ist im Hinblick 
auf die Venwendung der Oligomere wichtig, z.B, fOr den Fall, dass bei der 
Vennrendung physiologische Bedingungen zweckmSBig sind (zellulSre 

15 Anwendungen, In vivo Anwendungen). 

Oligomere von Fragmenten des Amylold-p(1-42)-Proteins kSnnen im Prinzip 
entweder ausgehend von entsprechenden Monomerfragmenten durch 
Oligomerlsiemng oder ausgehend von Oligomeren des Amyloid-p(1-42)-Proteins 

20 durch Proteolyse hergestellt werden. So kann der zweiten Verfahrensvariante 

folgend eine aus den erfindungsgemaiien Verfahrensschritten 2 oder 3 resultierende 
Losung mit Protease behandelt werden. Ist der gewunschte Proteolysegrad erreicht, 
wird die Protease in allgemein bekannter Weise inaktiviert. Die resultierenden 
Oligomere kbnnen dann in Aniehnung an hier bereits beschrlebene 

25 Vorgehensweisen gewonnen sowie erforderlichenfalls durch weitere Aufarbeltungs- 
bzw. Reinigungsschritte weiterverarbeitet werden. 

Die erfindungsgemassen Oligomere und die diese enthaltenden 
Zusammensetzungen zeichnen sich durch ihre Homogenitat und StabllitSt aus. Sie 

30 sind in physiologischen Medien, z.B. physlologischer Kochsalziesung, leslich und 
unterscheiden sich von fibrilldren Formen durch ihre eher globuldre Erschelnung. Sie 
besitzen den Vorteil, eine Raumstmktur aufeuwelsen, die sich von anderen Ap(1-42)- 
Fonnen, insbesondere dem Monomer, nicht toxischen Oligomeren, dem Ap(1-42) 
umfassenden VoriaufermolekOI APP, Protofibrillen und Fibrillen, deutllch 

35 unterscheidet. Sie elgnen sich daher In besonderem Malie fOr die Erzeugung 
spezifischer AntlkOrper sowohl in vivo als auch in vitro und erm5glichen z.B. eine 
spezifische aktive Immunisierung. Dabei kann es entscheidend sein, fOr die 
Immunislerung nur diejenigen Oligomere zu venwenden, die fOr die Krankheit 
ausiasend sind. Andere Formen des Ap(1-42), wie das monomere MolekQI oder 

40 klelnere Oligomere kdnnen fOr wichtige SIgnalfunktionen Im Organismus notwendig 
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. sein. Ebenso kann die Entfemung der fibrillaren Ablagerungen, die vermutlich fQr die 
Auskleidung der Zellen von Bedeutung sind, den Organismus sch3digen. 

In gleicher Weise lassen sich mit den erfindungsgemassen, homogenen Oligomeren 
5 und diesen entlialtenden Zusammensetzungen Therapiem5glichkeiten realisieren, 
wie die passive Immunisierung, der Einsatz von Destabilisatoren der oligomeren 
Fonmen und der Einsatz von Rezeptor(partial)agonisten Oder -antagonisten. So 
ermSglicht eine homogene OligomerenprSparatlon auch eine gezielte Herstellung 
von polyklonalen oder monoklonen AntikOrpem fQr die passive Immunisierung. Auch 
10 die Auffindung von krankheitsrelevanten RezeptormolekQIen oder SignalmolekQIen, 
die durch diese oligomere Forni beeinflusst werden, ist mit den erfindungsgemassen 
Oligomeren und diesen entlialtenden Zusammensetzungen mdglicli. 

Die erflndungsgemd&en Oligomere besitzen aufgrund ihrer Beteiligung an Amyioid_- ^ 
15 &-Protein-assoziierten physiologischen Prozessen diagnostischen und 

therapeutlschen Wert So Ist die Venyendung erfindungsgema&er Oligomere und 
Derivate davon, gegebenenfalls in Fomri einer entsprechenden Zusammensetzung, 
In diagnostischen in vitro und in vivo Nachweisverfahren Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung. 

20 

Zu Amyloid-li-Protein-assoziierten physiologischen Prozessen gehdren solche, die 
mit Ablagenjngen von Amyloidproteinen (Amyloidosen) zu tun haben. Hierzu zahlen 
sowohl solche Prozesse, die zu strukturellen VerSnderungen von Nervengewebe 
fQhren und beispielsweise bei der Alzheimer-Krankheit und dem Down-Syndrom von 
25 Bedeutung sind, als auch solche Prozesse, die andere Gewebe betreffen, wie 
Amyloid-Microangiopathien, beispielsweise die Congophile Amyloidangiopathie 
(CAA). 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung 1st die Verwendung 
30 erfindungsgemaiier Oligomere und Derivate davon, gegebenenfalls in Fonm einer 
entsprechenden Zusammensetzung, fDr die Erzeugung von ollgomerspezlfischen 
Antikdrpem. 

Hier sind die erfindungsgemaUen Oligomere auf Basis verkQrzter Fonmen des Ap(1- 
35 42)-Protelns von besonderer Bedeutung: Wegen des fehlenden N-Temiinus Idsst 
sich mit Ihnen eine deutllch selektivere immunantwort erzeugen als mit dem Ap(1- 
42)-Proteln. WShrend der stark immunogene N-Temnlnus Im klasslschen Ap(1-42)- 
Protein vomehmlich zu Antikdrpem fOhrt, die fOr diesen Bereich des MolekQIs 
spezlflsch sind, z.B. die AntikOrper 6E10 (F. Signet) und BAM-10 (Fa. Sigma, St. 
40 Louis), die laut Angaben der Hersteller gegen den N-Tenminus (6E1 0: Ap(1 -1 7) und 
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BAM-10 Ap(1-12)) gerichtet sind» erkennen die mit den erfindungsgemaflen 
Oligomeren auf Basis verkOrzter Ap(1-42)-Formen erhaltlichen Antikorper 
oligomerspezifische Bereiche, wodurch eine Selektlvitat gegenCiber anderen AP(1- 
42)-Formen erzielt wird, Dieser Vorteil kann insbesondere fQr eine aktive 
5 Vakzinlerung genutzt werden, da die nach Impfung resultierende selektivere 

Immunantwort (versus APP, Monomerformen, Protofibrillen, Fibrillen. Plaques) auch 
weniger Nebenwirkungen (z.B. Gehimblutungen, BeeintrSchtigung der 
pliysiologischen neurotrophisciien Aktivitat der in situ Mononner-Form) nacfi sicli 
zieht. Aucfi lassen sicli fOr eine passive Immunisierung, d.h. eine Antlk5rpertherapie, 
10 Insbesondere monoklonale Antikdrper besser herstellen und selektieren. 

Ein Aspekt dieser Verwendung ist die Erzeugung von oligomerspezifischen 
Antik5rpern im Rahmen einer Therapie. 

15 Demnach ist eIn weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung die Verwendung 
eines erfindungsgemafien Oilgomers Oder Derlvates davon im tlierapeutisclien 
Bereicli, insbesondere als Vakzin. 

Ein solches Vakzin stellt in der Regel eine pharmazeutisciie Zusannmensetzung dar, 
20 die wenigstens ein erfindungsgemafies Oligomer und/oder wenigstens ein 
erfindungsgem&lies Derivat davon entfiait. Insbesondere kann hierzu eine der 
erfindungsgemafien, zwei oder melirere Oligomere beinhaltende 
Zusammensetzungen, oder eine Kombination aus verschiedenen 
Zusammensetzungen, ven/vendet werden. So kann insbesondere mit den 
25 Oligomeren B, d.h. B1 und B2, oder Derivaten davon, geimpft werden. Ferner kann 
die Zusammensetzung einen pliysiologiscli vertraglichen Trager und gegebenenfalls 
weitere Hilfsstoffe, beispielsweise Immunstimulantien, enthalten. 

Wahrend geeignete Trager im Prinzip beliebig gewahit werden kOnnen, richtet sich 
30 die Art des Tragers in der Regel nach dem Verabrelchungsweg. So kSnnen die 
erfindungsgemafien Vakzlne insbesondere in einer zur parenteralen, beispielsweise 
intravendsen, intramuskuiaren und subkutanen Verabreichung geeigneten Fonn 
fonmuliert werden. In diesen Fallen beinhaltet der Trager vorzugsweise Wasser, 
KochsalzlQsung, Alkohol, ein Fett, ein Wachs und/oder einen Puffer. 

35 

Es kdnnen beliebige einer Vielzahl von Immunstimulantien in den 
erfindungsgemafien Vakzinen ven/vendet werden, Beispielsweise kann ein Adjuvans 
mit einbezogen werden. Die meisten Adjuvantien enthalten eine Substanz, die das 
Antigen vor einer raschen Katabolisierung schQtzen sollen, wie Aluminiumhydroxid 
40 Oder ein IVIineral&l, sowie ein von Lipid A, Bortadella pertussis oder Mycobacterium 
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tuberculosis abgeleitetes Protein. Geeignete Adjuvantien sind in der Regel 
kommerziell erhaitlich, beispielsweise l<ompiettes oder inl^omplettes Freund- 
Adjuvans; AS-2; Aluminiumsaize, wie Aluminiumhydroxid (gegebenenfalls alas Gel) 
oderAluminiumphosphat; Calcium-, Eisen- oder Zinl<salze; eine unldsliche 
5 Suspension acylierten Tyrosins; acylierte Zucker; kationisch oder anionisch 
derivatisierte Polysaccharide; Polyphosphazene; blologisch abbaubare 
Mikrospharen; Monophosphoryl-Lipid A. Cytokine, wie GM-CSF oder lnterleukin-2, -7 
Oder -12 konnen ebenfalls als Adjuvantien verwendet werden. 

10 Des weiteren betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfaliren zur Herstellung von 
Antikarpem, wobei man 

i) einen Wirt mit wenigstens einem erfindungsgem&Ben Oligomer, Derivat 

davon oder einer Zusammensetzung immunlsiert; und 
11) ein als Antwort auf die Immunlslerung gebildetes Antlkdrper-haltiges Serum 
IS des Wirts gewinnt. 

GemiB eIner besonderen AusfQhningsfomri des Verfahrens zur Herstellung der 
Antik5rper werden zur Immunlslerung Immunislerungscocktails verabreicht, die 
Gemische verschiedener erfindungsgemaiier Ollgomere bzw. Oligomer-Derivate 
20 entlialten. Insbesondere kann es zweckmSliig sein, im Zuge des Verfahrens mehrere 
Immunisieaingscocktails zu verabreichen, deren Oligomer-Zusammensetzung sich 
unterscheidet. 

Sind die zu verwendenden Oligomere bzw. Oligomer-Derivate nicht oder nur 

25 schwach immunogen, so kann man ihre Immunogenitat dadurch erhShen, daft man 
sie an TrSger, vorzugsweise ein Tragerprotein, wie Keyhole Limpet Hemocyanin 
(KLH), Limulus Polyphenus Hemocyanin ((LPH), Rinderserumalbumin (BSA) oder 
Ovalbumin (OVA), koppelt. Dazu stehen dem Fachmann eine Reihe von 
KopplungsmOglichkeiten zur VerfQgung, die allgemein bekannt sind. Zweckmaliig 

30 kann beispielsweise die Umsetzung mit Glutardialdehyd sein, beispielsweise durch 
Inkubatlon des Oligomers oder Oligomer-Gemlsches mit einem geeigneten Peptid 
Oder Peptid-Gemlsch In Wasser oder einem wSssrigen Ldsungsmittel. DIese 
Umsetzung kann bequemenveise bei Umgebungstemperatur, also in der Regel 
Raumtemperatur, durchgefOhrt werden. Es kann allerdings auch zweckmaliig sein, 

35 zu kOhlen oder lelcht zu enwarmen. In der Regel fOhrt die Umsetzung Innerhalb 
weniger Stunden zum envOnschten Ei^ebnis. eine Reaktionsdauer von 
beispielsweise 2 h liegt Im Qblichen Bereich. Die Glutardlaldehyd-Konzentration llegt 
In der Regel im ppm- bis %-Bereich, zweckmSIJigerweise von 10 ppm bis zu 1 %, 
vorzugsweise von 100 ppm bis 0,5 %. Die Optimierung der Reaktionsparameter llegt 

40 im Bereich des fachmannischen Kdnnens und sollte berOcksichtigen, das die 
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Oligomere A und B bzw. Oligomer-Derivate unter den gew&hlten 
Reaktionsbedingungen stabil sind. 

Zur Herstellung der Immunisierungscocktails werden die zu verwendenden 
5 Komponenten zunSchst zusammengegeben. Es ist von Vorteil, das resultierende 
Komponenten-Gemisch zunachst zu inkubieren. Dies erfolgt bequemenrt^eise be! 
Umgebungstemperatur, in der Regel also bei Raumtemperatur. Es kann allerdings 
zweckmSKig sein, das Gemisch zu kQiilen Oder leiclit zu enA/drmen. Die 
Inkubationsdauer betrSgt In der Regel einige Minuten bis wenige Stunden, eine 
10 Inkubationszelt von 1 h hat sich als vortellliaft enviesen. 

Zusatzlicli zum Antigen enthalten Immunisierungscocktails in der Regel weitere 
Hilfsstoffe, insbesondere ubiiclienveise zur Immunisierung eingesetzte Adjuvantien, 
Z.B. Freund-Adjuvanz. Insbesondere venA^endet man komplettes Freund-Adjuvanz 
15 fur die erste Immunisierung wohingegen alle weiteren ImmUnisierungen mit 
inkomplettem Freund-Adjuvanz durchgefQhrt werden. Zur Herstellung der 
Immunisierungscocktails wird das Antigen (Immunogen), vorzugsweise als oben 
beschriebenes Komponenten-Gemiscfi, zu dem oder den Hilfsstoffen gegeben. In 
der Regel wird dabei das Antigen emulgiert. 

20 

Als Wirt eignen sich insbesondere Nager oder auch Kanlnchen. Diesen oder anderen 
geeigneten Wirten werden die Immunisierungscocktails, vorzugsweise subkutan, 
injiziert. Die Antikorpertiter konnen mit einem Immunoassay, beispielsweise 
kompetitiv mit einem gegen Wirt-IgG gerichteten Schaf-Antiserum und markiertem 
25 Oligomer, bestimmt werden. So kann gegen Ende der Immunisiemng entschieden 
werden, ob ein bestimmter Wirt zur AntikSrpergewinnung geeignet ist. Werden 
beispielsweise vier Immunisierungen durchgefQhrt, so kann man nach der dritten 
Immunisierung den Antikdrpertiter bestimmen und dann aus Tieren, die einen 
ausreichenden Antikdrpertiter aufweisen, Antikorper gewinnen. 

30 

Zur Gewlnnung gebildeter Antikftrper Ist es bevorzugt, den Wirten Qber mehrere 
Wochen oder Monate Slut abzunehmen. AbschllelSend kann man den Wirt ausbluten 
lessen. Aus dem gewonnen Blut kann in an sich bekannter Weise Serum gewonnen 
werden, das die en/vQnschten Antikdrper enthSlt. Das so erhaltene Vollserum kann 
35 erforderllchenfalls In fachmannischer Weise weiter aufgereinigt werden, um die darin 
enthaltene AntlkOrperfraktion und insbesondere die Oligomer-erkennenden 
Antikdrper anzureichern. 

Gemaii einer besonderen AusfOhrungsform dieses Verfahrens selektiert man 
40 wenigstens einen Antikdrper des Semms, der das als Immunogen verwendete 
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Oligomer, ein Derivat davon oder wenigstens ein in der als Immunogen verwendeten 
Zusammensetzung entlialtenes Oligomer oder Derivat davon spezifiscli erl<ennt. 
Spezifitat melnt In diesem Zusammenhang eine hohere Bindungsaffinitat des 
AntikSrpers fOr das Immunogen als fQr andere, insbesondere verwandte Proteine, vor 

5 allem im Vergleicti zu monomerem Amyloid-p(1-42)-Protein sowie oligomeren oder 
multimeren Amyloid-p(1-42)-Protein-Aggregaten. die ein hSheres Molekulargewicht 
aufweisen als die erfindungsgemaUen Oligomere. Auch monoklonale 
oligomerspezifische Antikorper kSnnen auf diese Art gewonnen werden. Hierzu 1st es 
allerdings bevorzugt, den WIrten Mllzgewebe zu entnehmen und ausgehend von den 

1 0 so gewonnenen Milzlymphocyten auf Qbllche Art und Welse Hybrldome zu 
etablieren, welche die monoklonalen Antikfirper produzleren. 

Detailierte Beschreibung der Antlkdrperherstellung 

15 Tell des Immunsystem eines Saugers sind B-Lymphozyten, die als Gesamtheit ein 
aus Hunderten von Millionen unterschiedlicher AntikOrperspezifltaten 
zusammengesetztes Antlkdrper-Repertoire belnhalten. EIne normale Immunantwort 
gegen ein bestlmmtes Antigen bedeutet die Selektlon eines oder mehrerer, das 
Antigen spezifiscii bindender Antik5rper aus diesem Repertoire, und der Erfolg einer 

20 immunantwort fulit zumindest zum Teil auf der Faiiigkeit dieser AntikSrper, das 
stimulierende Antigen spezlfisch zu erkennen (und letztendlicti zu eliminieren) und 
dabel andere MolekQIe aus der Umgebung der Antikdrper zu ignorieren. 

Die NQtziichkeit von Antikorpern, die ein bestimmtes Zielantigen spezifiscii erkennen. 

25 hat zur Entwicklung der monoklonalen AntikSrpertechnologle gefOtirt. Standardisierte 
Hybridomteclinologie gestattet nun die Hersteiiung von AntikSrpern mit einer 
einzlgen Spezifitat fQr ein interessierendes Antigen. In neuerer Zeit sind 
rekombinante Antikdrpertechniken, wie das In-vltro-Screenen von AntikSrperbanken 
entwickeit worden. Mit diesen Technlken lassen sich ebenfalls AntlkOrper mit einer 

30 einzlgen Spezifitat fQr ein Interessierendes Antigen herstellen. 

In dem erflndungsgemaHen Verfahren kann man das interessierende Antigen 
entweder in vivo oder in vitro auf das Antlkdrper-Repertoire einwirken lassen. 

35 Einer AusfQhrungsform zufolge lasst man das Antigen auf das Repertoire einwirken, 
Indem man ein Tier in vivo mit dem Antigen immunisiert. Dieser In-vlvo-Ansatz kann 
des weiteren belnhalten, dass man aus den Lymphozyten eines Tieres eine Reihe 
von Hybrldomen etabiiert und ein Hybridom selektiert, das einen das Antigen 
spezifisch bindenden AntikSrper sekretiert. Bei dem zu immunisierenden Tier kann 

40 es sich belspielsweise urn eIne Maus, Ratte, Kanlnchen, Huhn, Kamelld oder Schaf 
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handein, oder urn eine transgene Version eines der zuvor genannten Tiere, 
beispielsweise eine transgene Maus mit humanen Immunglobulingenen, die nach 
einem antigenen Stimulus humane Antikorper macht. Zu weiteren Typen von Tieren, 
die immunisiert werden l<5nnen, geli6ren Mause mit sctiwerer kombinierter 

5 Immundefizienz (SCiD), die mit humanen peripheren mononuklearen Blutzellen 
(chimare hu-PBI\/IC-SCID-l\/iause) oder mit lymphoiden Zellen oder Voriaufem davon 
rekonstituiert worden sind, genauso wie MSuse, die mit einer letalen 
GesamtkSrperbestrahlung behandelt. anschlieliend mit Knochenmarkszellen aus 
eIner Maus mit schwerer kombinierter Immundefizienz (SCID) gegen Strahlung 

10 geschQtzt und anschlledend mit funktionalen humanen Lymphozyten transplantiert 
worden sind (das sogenannte Trimera-System). Eine welterer Typus eines zu 
immunlsierenden Tieres 1st ein Tier (z.B. eine Maus), in dessen Genom ein 
endogenes Gen, welches das interessierende Antigen kodiert, ausgeschaltet wurde 
(.knocked out")* z.B. durch homoioge Rekombination, so dass dieses Tier nach 

15 immunisierung mit dem Antigen das Antigen als fremd erkennt. FQr den Fachmann 
ist klar, dass die mit diesen Verfahren hergesteilten polyklonaien oder monokionalen 
AntikOrper charakterisiert und seiektiert werden, indem man bekannte Screening- 
Verfahren ven/vendet, zu denen ELISA-Technlken gehSren, ohne Jedoch darauf 
beschrankt zu seln. 

20 

Einer weiteren AusfOhrungsfomri zufolge, lasst man das Antigen auf das Antikdrper- 
Repertoire in vitro einwirken, indem man eine rekombinante AntikGrperbank mit dem 
Antigen screent. Die rekombinante AntikOrperbank kann beispielsweise auf der 
OberflSche von Bakteriophagen oder auf der OberfiSche von Hefezellen oder auf der 
25 Oberfiache von bakteriellen Zellen exprimiert sein. In mannigfaitigen 

AusfQhrungsfonnen ist die rekombinante AntikGrperbank beispielsweise eine scFv- 
Bank oder eine Fab-Bank. Gemaii einer weiteren AusfQhrungsfomn sind 
AntikGrperbSnke als RNA-Protein-Fuslonen exprimiert. 

30 Ein weiterer Ansatz zur Herstellung erfindungsgemSBer AntlkGrper belnhaltet eine 
Komblnatlon aus In vivo- und In vftro-Ansatzen. Beispielsweise kann man das 
Antigen auf das AntlkGrper-RepertoIre einwirken lessen, indem man ein Tier mit dem 
Antigen In vivo Immunisiert und anschlieliend eine aus lymphoiden Zellen des Tieres 
hergestellte rekombinante AntikGrperbank oder Einzeidomanen-Antikdrperbank (z.B. 

35 mit schwerer und/oder leichter Kette) mit dem Antigen In vitro screent. Einem 
weiteren Ansatz zufolge idsst man das Antigen auf das AntikGrper-Repertoire 
einwirken, indem man ein Tier mit dem Antigen in vivo immunisiert und anschlieliend 
eine aus lymphoiden Zellen des Tieres hergestellte rekombinante AntikGrperbank 
Oder EInzeldomanen-Bank einer Affinitatsreifung unterzieht. Einem weiteren Ansatz 

40 zufolge lasst man das Antigen auf das AntikGrper-Repertoire einwirken, indem man 
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ein Tier mit dem Antigen in vivo immunisiert, anschlielSend einzelne Antikdrper- 
produzierende Zellen, die einen interessierenden Antikbrper sekretieren, selektiert 
und aus diesen selektierten Zellen cDNAs fOr die variable Region der schweren und 
leichten Kette gewinnt (z.B. mittels PCR) und die variablen Regionen der schweren 
5 und leichten Kette in vitro in Saugerwirtszellen exprimiert (was als das Lymphozyten- 
AntikSrper-Seiektionsverfahren, oder SU^M fOr ..Selected Lymphocyte Antibody 
Method", bezeichnet wird), wodurch sich die selektierten AntikOrper-Gensequenzen 
welter selektieren und manipulieren lassen. Aufierdem konnen monoklonale 
AntikOrper durch Expressionsklonlerung selektiert werden, indem man die 
10 Antik6rpergene fOr die schwere und leichte Kette In Saugerzellen exprimiert und 
diejenlgen SSugerzeilen selektiert, die einen Antlkdrper mit der gewUnschten 
BindungsafflnitSt sekretieren. 

Demnach 1st es ein Aspekt der vorliegenden Erfindung. definlerte Antigene zum 
15 Screenen und Gegenscreenen zur VerfOgung zu stellen. So kdnnen 

erfindungsgemai^ diejenlgen poiyklonalen und monoklohalen Antikfirper selektiert 
werden, die ein erflndungsgemsaes Oligomer oder Derlvat davon, nicht aber andere 
Fomnen des A {1-42)-Proteins, APP, amyiolde Fibrlllen oder amyloide Plaques und 
eine Reihe welterer nicht venvandter Antigene und Gewebe binden. 

20 

Dem Fachmann ist hinianglich bekannt, dass Antikorperselektionen auf gut 
definierten Antigenen aufbauen. Werden hingegen weniger gut definierte Antigene 
venA^endet. so sind sie nicht selektiv genug. Kurzum, das Einwirken und Selektieren 
in vitro Shnelt der Affinitatschromatographie. wobei ..Liganden" fQr das gewQnschte 

25 Antigen von denjenigen abgetrennt werden, die das Antigen nicht mit ausreichender 
Affinitat binden. Der Anreicherungsgrad der gewQnschten Antlkdrper aus dem 
riesigen Pool anderer Antikorper ist daher eine direkte Folge der Antigenqualitat. 
OberraschendenA^eise stellen die erfindungsgemalien Oligomere und Derivate davon 
Antigene dar, mit denen slch geeignete, relevante und selektlve Antikorper 

30 anreichem und von AntikOrpem, die andere mit dem A (1-42)-Proteln in 
Zusarhmenhang stehende Formen sowie weitere nicht verwandte Antigene 
erkennen, effektiv abtrennen lassen. 

Mit den erfindungsgemaiien Verfahren zur Herstellung von Antikorpern lassen sich 
35 verschiedene AntikSrpertypen herstellen. Hierzu gehOren Im Wesentlichen humane 
AntikSrper, chimSre AntlkOrper, humanisierte AntikOrper und CDR-Graft-Antlk6rper 
sowie Antigen-blndende Telle davon. 
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Im Folgenden werden Verfahren zur Herstellung erfindungsgemalier Antik6rper 
beschrieben. Dabei wird zwischen In-vivo-AnsStzen, In-vltro-Ansatzen, oder einer 
Kombination aus beiden, unterschieden. 

5 In-vivo-Ansatze 

Ausgehend von den in-vivo erzeugten Antik6rper produzierenden Zellen kfinnen 
monoklonale Antikbrper mittels standardisierterTechniken, wie der ursprQnglich von 
Kohler und Milstein (1975, Nature 256:495-497) (slehe auch Brown et al. (1981) J. 

10 Immunol 127:539-46; Brown et al. (1 980) J Biol Chem 255:4980-83; Yeh et al. 
(1976) PAWS 76:2927-31; und Yeh et al. (1982) Int. J. Cancer 29:269-75) 
beschriebenen Hybrldonntechnik, hergestellt werden. Die Technologie zur Produktlon 
monoklonaler AntikOrperhybridome 1st hiniangllch bekannt (slehe allgemein R. H. 
Kenneth, in Monoclonal Antibodies: A New Dimension In Biological Analyses, 

15 Plenum Publishing Corp., New York, New York (1980); E. A. Lemer (1981) Yale J. 
Biol. Med., 54:387-402; iVI. L. Gefter et ai. (1977) Somatic Cell Genet, 3:231-36). 
Kurzum, eine immortallsierte Zellilnie (typlscheniveise ein Myelom) wird mit 
Lymphozyten (typlscherwelse Splenozyten Oder Lymphknotenzellen oder periphere 
Blutlymphozyten) eines mit dam erfindungsgemalien Oligomer oder Derivat davon 

20 immunisierten SSugers fusionlert, und die KulturQberstande der resuitierenden 
Hybridomzeilen werden gescreent, um ein Hybridom zu identifizieren, das einen 
monoklonalen AntikOrper mit Spezifitat fur erfindungsgemafles Oligomer oder fOr ein • 
Derivat davon produziert. Dazu kann man ein beliebiges von vielen hiniangllch 
bekannten Protokollen fQr die Fusion von Lymphozyten und immortalisierten 

25 Zelllinien anwenden (siehe auch G. Galfre et al. (1977) Nature 266:550-52; Gefter et 
al. Somatic Cell Genet, cited supra; Lerner, Yale J. Biol. Med., cited supra; Kenneth, 
Monoclonal Antibodies, cited supra). DarQber hinaus sind dem Fachmann 
mannigfaltige Variationen solcher Verfahren, die ebenfalls brauchbar sind, bekannt. 
Typlscherwelse stammt die Immortallsierte Zellilnie (z.B. eine Myelomzellllnle) von 

30 der gleichen SSugerspezies ab wie die Lymphozyten. Belsplelswelse kann man 
murine Hybrldome etablieren, Indem man Lymphozyten aus einer mit einer 
■erfindungsgemalien Immunogenen Zubereltung Immunisierten Maus mit einer 
Immortalisierten Mauszellllnle fusionlert. Bevorzugte immortallsierte Zelllinien sind 
Maus-Myelomzellllnlen, welche fQr Hypoxanthin, Aminopterin und Thymldin 

35 enthaltendes Kulturmedium (HAT-Medlum) sensltiv sind. Man kann eine belleblge 
von vielen Myelomzellllnien als Fusionspartner standardmSISig verwenden, z.B. die 
P3-NS1/1-Ag4-1-, P3-x63-Ag8.653- or Sp2/0-Ag14-Myelomlinie. Diese 
Myelomzellllnien sind von der American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, 
MD, erhaitlich. Typischenvelse werden HAT-sensitive Maus-Myelomzellen mit Maus- 

40 Splenozyten unter Venwendung von Polyethylenglykol (PEG) fusionlert. Die aus der 
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Fusion resultierenden Hybridomzellen werden dann unter Verwendung von HAT- 
Medium selektiert, wodurch nicht fusionierte und nicht produktiv fusionierte 
Myelomzellen abgetOtet werden (nicht fusionierte Splenozyten sterben nach 
melireren Tagen ab, da sie nicht transformiert sind). Monoklonale Antikorper- 
5 produzierende Hybridomzellen, die erfindungsgemaRes Oligomer oder ein Derivat 
davon spezifisch erkennen, werden identifiziert, indem man die 
Hybridomkulturuberstande auf solche Antikorper screent. z.B. Indem man einen 
Standard-ELISA-Assay venA^endet, urn diejenigen AntikSrper zu selektieren, die 
erfindungsgemailes Oligomer oder ein Derivat davon spezifisch binden kdnnen. 

10 

Je nach Art des gewOnschten Antikdrpers, kdnnen verschiedene Wirtstiere fQr die in- 
vivo-lmmunisierung ven^/endet werden, Ein Wirt, der eine endogene Version des 
interessierenden Antigens selbst exprimiert, kann venA/endet werden. Aitemativ kann 
ein Wirt venA^endet werden, der fQr eine endogene Version des interessierenden 

IS Antigens defizient gemacht wurde. Es wurde beispielsweise gezeigt, dass MSuse, 
die Qber homoioge Rekombination am entsprechenden endogenen Gen fQr ein 
bestimmtes endogenes Protein defizient gemacht wurden (d.h, Knockout-MSuse) 
eine humorale Antwort gegen das Protein, mit dem sie immunisiert wurden, erzeugen 
und daher zur Herstellung hochaffiner monoklonaler Antik5rper gegen das Protein 

20 venwendet werden kSnnen (siehe z.B. Roes, J. et al. (1995) J. Immunol. Methods 
183:231-237; Lunn, MP. et al. (2000) J. Neurochem. 75:404-412). 

FQr die Herstellung nicht humaner Antikorper gegen erfindungsgemaUes Oligomer 
oder ein Derivat davon sind viele nicht-menschliche Sauger als Wirte fQr die 

25 AntikSrperherstellung geeignet. Hierzu gehSren Mause, Ratten, Huhner, Kamelide, 
Kaninchen und Ziegen (und Knockout-Versionen davon), wenngleich MSuse zur 
Hybridomherstellung bevorzugt sind. Des weiteren kann man zur Herstellung im 
Wesentlichen humaner Antik5rper gegen ein humanes Antigen mit dualer Spezifitat 
ein nicht-humanes Wirtstier venft^enden, das ein humanes AntikOrper-Repertoire 

30 exprimiert. Zu solchen nicht-humanen Tieren gehOren transgene Tiere (z.B. IVISuse), 
die humane immunglobulin-Transgene tragen (chimSre hu-PBMC-SCID-IViause) und 
Mensch/Maus-BestrahlungschimSren. die nachstehend eingehender beschrleben 
sind. 

35 Einer AusfQhrungsform zufolge ist das Tier, das mit einem erfindungsgemaiien 
Oligomer oder Derivat davon immunisiert wird, ein nicht-humaner Sauger, 
vorzugsweise eine Maus, der durch humane Immunglobulingene transgen ist, so 
dass der nicht-humane SSuger nach einem antigenen Stimulus humane Antigkdrper 
macht. TypischenA^eise werden in solche Tiere immunglobuiin-Transgene fQr 

40 schwere und leichte Kette mit humaner Keimbahnkonfiguration eingefQhrt, wobei die 
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TIere so verandert wurden, dass ihre endogenen Loki fQr schwere und leichte Kette 
inaktiv sind. Stimuliert man solche Tiere mit Antigen (z.B. mit einem humanen 
Antigen), werden Antikorper, die von den humanen Immunglobulinsequenzen 
abstammen (d.h. humane AntikOrper), produziert. Aus den Lymphozyten solcher 

5 Tiere kOnnen mittels standardisierter Hypridomtechnologie humane monoklonale 
Antikdrper gemacht werden. Zur weiteren Beschreibung transgener M§use mit 
humanen Immunglobulinen und ihre Verwendung bel der Herstellung humaner 
AntikSrper siehe beispielswelse US-Patent Nr. 5,939,598, WO 96/33735, WO 
96/34096, WO 98/24893 und WO 99/53049 (Abgenix Inc.), und US-Patent Nr. 

10 5.545,806. Nr. 5,569.825. Nr. 5.625. 126. Nr. 5.633, 425, Nr. 5.661 ,016, Nr. 

5.770,429, Nr. 5,814.318, Nr. 5,877,397 und WO 99/45962 (Genpharm Inc.); siehe 
ebenfalls MacQultty. J.J. und Kay. R.M. (1992) Sc/ence 257:1188; Taylor, L.D. etal. 
(1992) Nucleic Acids Res. 20:6287-6295; Lonberg. N. etal. (1994) Nature Z68:856- 
859; Lonberg, N. und Huszar, D. (1995) Int Rev. Immunol. 13:65-93; Harding, F.A. 

15 und Lonberg. N. (1 995) Ann. N. Y. Acad. Sci. 764:536-546; FIshwIld, D. M. ef a/. 

(1996) Nature Biotechnology U:.M5-B5V. Mendez, M. J. etal. (1997) Nature 
Geneffcs 15:146-156; Green, LL und Jakobovits, A. (1998; J. Exp. Med. 188:483- 
495; Green. L.L. (1999) J. Immunol. Methods 231 :1 1-23; Yang, X.D. et al. (1999) J. 
Leukoc. Biol. 66.401-410; Gallo, M.L ef a/.(2000) Eur. J. Immunol. 30:534-540. 

20 

Gemafi einer weiteren AusfOhrungsfomi kann das Tier, das mit erfindungsgem§(iem 
Oligomer oder einem Derivat davon immunisiert wird, eine Maus mit schwerer 
kombinierter Immundefizienz (SCID) sein, die mit humanen peripheren 
mononukleSren Blutzellen oder lymphoiden Zelien oder Voriaufern davon 

25 rekonstitulert wurde. Solche MSuse, die als chimSre hu-PBMC-SCID-Mause 
bezeichnet werden, produzieren nachgewiesenemnalSen humane 
Immunglobulinantworten nach einem antigenen Stimulus. Zur weiteren Beschreibung 
dieser MSuse und ihrer Venwendung fQr die Erzeugung von AntikOrpem siehe 
beispielswelse Leader, K.A. etal. (1992) /mmt/no/ogy 76:229-234; Bombil, F. etal. 

30 (1996) Immunobiol. 195:360-375; Murphy, W.J. et al. (1996) Semin. Immunol. 8:233- 
241; Herz. U. ef aA (1997) Int. Arch. Allergy Immunol. 113:150-152; Albert, S.E. etal. 

(1997) J. Immunol. 159:1393-1403; Nguyen, H. etal. (1997) Microbiol. Immunol. 
41:901-907; Aral, K. etal. (1998) J. Immunol. Mefhocfs 211:79-85; Yoshlnarl, K. und 
Aral, K. (1998) Hybrft/oma 17:41-45; Hutchlns, W.A. etal. (1999) Hybridoma 18:121- 

35 129; Murphy, W.J. ef al. (1999) Clin. Immunol. aQ:22-27; Smithson, S.L. ef al. (1 999) 
Mol. Immunol. 36:113-124; Chamat, S. ef al. (1999) J. Infect D/seases 18Q:268-277; 
und Heard, C. etal. (1999) Molec. Med. 5:35-45. 



Gemaii einer weiteren AusfOhrungsfonn ist das Tier, das mit erflndungsgemaliem 
40 Oligomer oder einem Derivat davon Immunisiert wIrd. eine Maus. die mit einer letalen 
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GanzkSrperbestrahlung behandelt, anschlleliend mit Knochenmarkszellen aus 
Mausen mit schwerer kombinierter Immundefizienz (SCID) gegen Strahlung 
geschOtzt, und anschlielJend mit funktionalen humanen Lymphozyten transplantiert 
worden ist. Dieser als das Trimera-System bezeiclinete Cliimarentyp wird verwendet, 
5 urn humane monoklonale AntikSrper herzustellen, indem man die Mause mit dem 
interessierenden Antigen immunisiert und anschliefiend monoklonale Antikbrper 
unter Verwendung von standardisierter Hybridomtechnologie herstellt. Zur welteren 
Beschreibung dieser MSuse und ihrer VenA/endung fQr die Erzeugung von 
AntikOrpem siehe beispielsweise Eren, R. et al. (1998) /mmuno/ogy 93:154-161; 
10 Reisner. Y und Dagan. S. (1998) Trends BiotechnoL 16:242-246; llan, E. et ai (1999) 
Hepafo/ogy 29:553-562; und Bocher. W.O. etal (1999) /mmunofogy 96:634-641. 

in-vitro-AnsStze 

IS Altemativ zur Herstellung erfindungsgemSller Antikdrper durch immunisierung und 
Selektlon kSnnen erfindungsgemade Antikdrper Identifiziert und isoliert werden, 
indem man rekombinante kombinatorische Immunglobulin-Banke (Library)) mit einem 
erfindungsgemaHen Oligomer oder Derivat davon screent, urn so Mitglieder der 
Immunoglobulin-Bank, die spezifisch an das Oligomer oder Derivat davon binden, zu 

20 isolieren. Kits zur Erzeugung und zum Screenen von Display-Banken sind 
kommerziell eriiaitlich (z.B. das Recombinant Pliage Antibody System von 
Pharmacia, Katalog-Nr. 27-9400-01; und der SurfZAP® Phage Display Kit von 
Stratagene, Katalog-Nr. 240612). In vielen Ausfuhrungsformen ist die Display-Bank 
eine scFv-Bank oder eine Fab-Bank. Die Phagendisplay-Technik zum Screenen 

25 rekombinanter Antikdrperbanke ist hinlSnglich beschrieben worden. Beispiele fur 
Verfahren und Verbindungen, die bei der Erzeugung und dem Screenen von 
AntikOrper-Display-Banken besonders vorteilhaft verwendet werden kOnnen, sind 
beispielsweise in IVlcCafferty et al WO 92/01047, US-Patent Nr. 5,969,108 und EP 
589 877 (beschreibt insbesondere den Display von scFv), Ladner et ai US-Patent 

30 Nr. 5,223,409. Nr. 5,403.484. Nr. 5,571.698. Nr. 5,837.500 und EP 436 597 

(beschreibt beispielsweise die pill-Fusion); Dower ef ai WO 91/17271 . US-Patent Nr. 
5,427,908, US-Patent Nr. 5.580,717 und EP 527 839 (beschreibt insbesondere den 
Display von Fab); Winter etai International Publication WO 92/20791 und EP 
368,684 (beschreibt insbesondere die Klonierung von Sequenzen fQr variable 

35 Immunoglobulindomanen); Griffiths et ai US-Patent Nr. 5.885,793 und EP 589 877 
(beschreibt insbesondere die Isolierung von humanen Antikdrpern gegen humane 
Antigene unter Venvendung rekombinanter Banke); Garrard etai WO 92/09690 
(beschreibt insbesondere Phagenexpressionstechniken); Knappik ef ai WO 
97/08320 (beschreibt die humane rekombinante AntikSrperbank HuCal); Salfeld et ai 

40 WO 97/29131. (beschreibt die Herstellung eines rekombinanten humanen 
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AntikSrpers gegen ein humanes Antigen (humanen Tumor-Nekrose-Faktor alpha), 
sowie in-vitro-Affinitatsreifung des rekombinanten AntikOrpers) und Salfeld etal. U.S. 
Provisional Application Nr. 60/126,603 und die hierauf basierenden 
Patentanmeldungen (beschreibt ebenfalls die Herstellung rekomblnanter humaner 
5 Antlkdrper gegen humanes Antigen (humanes lnterleukin-12), sowie die in-vitro- 
AfRnltatsreifung des rekombinanten Antikdrpers) zu finden. 

Weitere Beschreibungen von Screenings rekombinanter Antikorperbanke sind in 

wissenschaftlichen Publikationen zu finden. wie Fuchs etal. {199^) Bio/Technology 
10 9:1370-1372; Hay et al. (1992) Hum Antibod Hybridomas 3:81-85; Huse et al. (1989) 

Science 246:1275-1281; Griffiths etaL (1993) EMBO J 12:725-734; Hawkins etal. 

(1992) J Mo/ 8/0/226:889-896; Clarkson etaL (1991) Nature 352:624-628; Gram et 

al. (1992) PNAS 89:3576-3580; Gan^ad ef al. (1991) e/o/rec/?no/ogy 9:1373-1377; 

Hoogenboom etal. (1991) Nuc Acid Res 19:4133-4137; Barbas etal. (1991) PNAS 
15 88:7978-7982; McCafferty ef al. Nature (1990) 348:552-554; und Knappik et al. 

(2000) J. Mol. Biol. 296:57-86. 

Altemativ zur Verwendung von Bakteriophagen-Display-Systemen konnen 
rekombinante AntikdrperbSnke auf der OberflSche von Hefezellen oder bakteriellen 
20 Zellen exprlmiert werden. Verfahren zur Herstellung und zum Screenen von BSnken, 
die auf der OberflSche von Hefezellen exprimiert sind, sInd In WO 99/36569 
beschrieben. Verfahren zur Herstellung und zum Screenen von Banken, die auf der 
Oberfiache von bakteriellen Zellen exprimiert sind. sind in WO 98/49286 genauer 
beschrieben. 

25 

Sobald ein interessierender Antlkdrper aus einer kombinatorischen Bank identifiziert 
ist, werden die DMAs, welche die leichten und schweren Ketten des AntikOrpers 
kodieren, mittels standardisierter molekularbiologischer Techniken isoliert, 
belspielsweise mittels PCR-Amplifikation von DNA aus der Display-Packung (z.B. 

30 dem Phagen), die man wShrend des Screenens der Bank isoliert hat. 

Nukleotidsequenzen von Genen fOr leichte und schwere Antlkorperketten, mit denen 
PCR-Prlmer hergestellt werden kdnnen, sind dem Fachmann bekannt. Viele solcher 
Sequenzen sind belspielsweise in Kabat, E.A., etal. (1991) Sequences of Proteins of 
Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health und Human 

35 Services, NIH Publication Nr. 91-3242 und der Datenbank fOr Sequenzen der 
Humankeimbahn VBASE beschrieben. 



40 



Ein erflndungsgemai^er Antlkdrper oder Antikorperteil kann hergestellt werden, 
indem man die Gene fOr leichte und schwere Immunglobullnketten in einer Wirtszelle 
rekombinant exprimiert. Urn einen AntikOrper rekombinant zu exprimieren, wird eine 
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Wirtszelle mit einem oder mehreren rekombinanten Expressionsvektoren, die DNA- 
Fragmente tragen, welche die leichten und schweren Immunglobulinketten des 
AntikOrpers kodieren, transfiziert, so dass die leichten und schweren Ketten in der 
Wirtszelle exprimiert und vorzugsweise in das Medium, in dem die Wirtszellen 

5 kultiviert werden, sekretiert werden. Aus diesem IVledium konnen die Antikdrper 
gewonnen werden. Man verwendet standardislerte rekombinante DNA-Methodik, urn 
Gene fQr schwere und leichte AntikSrperketten zu erhalten, diese Gene in 
rekombinante Expressionsvektoren einzusetzen und die Vektoren In Wirtszellen 
einzufOhren. Eine derartige Methodlk ist beisplelsweise in Sambrook. Fritsch und 

10 Manlatis (Hrsg.). Molecular Cloning; A Laboratory Manual, Second Edition, Cold 
Spring Harbor, N.Y., (1989), Ausubel, F.M. etaL (Hrsg.) Current Protocols in 
Molecular Biology, Greene Publishing Associates, (1989) und Im US-Patent Nr. 
4,816,397 von Boss etaL beschrieben. 

15 Sobald DNA-Fragmente, die VH- und VL-Segmente des Interesslerenden 
Antikdrpers kodieren, erhalten werden, k5nnen diese DNA-Fragmente mit 
standardisierten rekombinanten DNA-Techniken welter manipuliert werden, 
beisplelsweise urn die Gene fur variable Regionen in Gene fQr Antikorperketten voller 
Lange, in Gene fur Fab-Fragmente oder in ein scFv-Gen zu Qberfuhren. Bei diesen 

20 Manlpulationen wird ein VL- oder VH-kodlerendes DNA-Fragment operativ mit einem 
weiteren ein weiteres Protein, z.B. eine konstante Antikorperregion oder einen 
flexiblen Linker, kodierenden DNA-Fragment verknQpft Der Begriff „operativ 
verknQpft" soil hier meinen, dass die beiden DNA-Fragmente so miteinander 
verbunden sind, dass die von den beiden DNA-Fragmenten kodierten 

25 Aminosauresequenzen Im Leseraster (in-frame) bleiben. 

Die isolierte, die VH-Region kodierende DNA kann in ein Gen fQr eine schwere Kette 
voller Lange QberfQhrt werden. indem man die VH-Region kodierende DNA mit 
einem weiteren. konstante Regionen der schweren Kette (CHI, CH2 und CH3) 

30 kodierenden DNA-MolekQI operativ verknQpft. Die Sequenzen von Genen fOr 

konstante Regionen humaner schwerer Ketten sind hinldnglich bekannt (siehe z.B. 
Kabat, E.A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fiftfi 
Edition, U.S. Department of Health und Human Services. NIH Publication Nr. 91- 
3242), und DNA-Fragmente. die diese Regionen Qberspannen, kOnnen mittels 

35 standardislerter PCR-Ampllfikation erhalten werden. Die konstante Region der 
schweren Kette kann eine konstante Region aus IgGI, lgG2, lgG3, lgG4, IgA, IgE, 
IgM or IgD sein, wobei eine konstante Region aus IgGI oder lgG4 bevorzugt ist. Dm 
ein Gen fQr ein Fab-Fragment der schweren Kette zu ehalten, kann die VH- 
kodierende DNA mit einem weiteren, lediglich die konstante Region CHI der 

40 schweren Kette kodierenden DNA-MolekQI operativ verknQpft werden. 



wo 2004/067561 



29 



PCT/EP2004/000927 



Die isolierte, die VL-Region l<odierende DNA l<ann in ein Gen fQr eine leiclite Kette 
voller Unge (sowie ein Gen fQr eine Fab-leiclite Kette) (IberfOiirt werden, indem man 
die VL-kodierende DNA nnit einem weiteren, die l<onstante Region CL der ieichten 

5 Kette Icodierenden DNA-I\/Iolel<Cil operativ verknQpft. Die Sequenzen von Genen der 
konstanten Region tiumaner leichter Kette sind hinianglich bekannt (siehe Kabat, 
E.A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, 
U.S. Department of Health und Human Services, NIH Publication Nr* 91-3242), und 
DNA-Fragmente, die diese Regionen Qberspannen, kdnnen mittels stand^rdisierter 

10 PCR-Amplifikation erhalten werden. Die konstante Region der Ieichten Kette kann 
eine konstante kappa- oder lambda-Region sein, v^^obei eine konstante kappa-Region 
bevorzugt 1st. 

Urn ein scFv-Gen zu erzeugen, kSnnen die VH- und VL-kodierenden DNA- 
15 Fragmente mit einem weiteren, einen flexiblen Linker. z.B. die Aminosauresequenz 
(Gly4-Ser)3 kodlerenden Fragment operativ verknQpft werden, so dass die VH- und 
VL-Sequenzen als fortiaufendes einzelkettiges Protein exprimiert werden, wobei die 
VL- und VH-Regionen Ober den flexiblen Linker miteinander verbunden sind (siehe 
Bird etal. (1988) Sc/ence 242:423-426; Huston etal. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. 
20 USA 85:5879-5883; IVIcCafferty et al. , Nature (1 990) 248:552-554). 

VH- und VL-EinzeldomSnen mit Spezifitat fQr erfindungsgemafies Oligomer oder ein 
Derivat davon kSnnen mit den oben beschriebenen Verfahren aus Einzeldomanen- 
Banken isoliert werden. Zwei VH-Einzeidomanen-Ketten (mit oder ohne CHI) oder 
25 zwei VL-Ketten oder ein Paar aus einer VH- und einer VL-Kette mit der gewQnschten 
Spezifitat kSnnen verwendet werden, urn erfindungsgemSlie Oligomere oder 
Derlvate davon aus dem K6rper zu entfemen. 

Urn die erfindungsgemaiSen rekomblnanten Antik5rper oder Antikarperteile zu 
30 exprlmieren, kSnnen die DMAs, welche die Ieichten und schweren Ketten von 
partieller oder voller LSnge kodieren, in Expressionsvektoren insertiert werden, so 
das die Gene mit transkriptionalen und translatlonalen Kontrollsequenzen operativ 
verknQpft sind. In diesem Zusammenhang soli der Begriff „operativ verknQpff 
meinen, dass ein AntlkSrpergen in einem Vektor so ligiert ist, dass transkriptionale 
35 und translationale Kontrollsequenzen Innerhalb des Vektors Ihre beabsichtigte 
Funktion zur Regulation derTranskription und Translation des Antikdrpergens 
erfQIIen. 

Der Expressionsvektor und die Expressionskontrollsequenzen werden so gewShlt, 
40 dass sie mit der venwendeten Expressionswirtszelle kompatibel sind. Das Gen fQr die 
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leichte AntikSrperkette und das Gen fOr die schwere Antikarperkette kdnnen in 
getrennte Vektoren insertiert werden, oder belde Gene werden in denselben 
Expressionsvektor insertiert, was der Regelfali ist. Die Antikorpergene werden In den 
Expressionsvektor mittels standardisierter Verfahren insertiert (z.B. Ligation 
5 komplementarer Restriktionsschnittstellen am AntikSrpergenfragment und Vektor, 
Oder Ligation stumpfer Enden, falls keine Restriktionsschnittsteilen vorfianden sind). 
Vor der Insertion der Sequenzen fQr die leichte und schwere Kette kann der 
Expressionsvektor bereits Sequenzen fiir konstante Antikorperregionen tragen. 
Beispielsweise ist es ein Ansatz, die VH- und VL-Sequenzen in AntikSrpergene voller 

10 Lange zu QberfOhren, indem man sie in Expressionsvektoren insertiert, die bereits 
die konstanten Reglonen fQr schwere bzw. leichte Kette kodieren, so dass das VH- 
Segment mit dem oder den CH-Segment(en) innerhalb des Vektors operatlv 
verknOpft ist, und auch das VL-Segment mit dem CL-Segment Innerhalb des Vektore 
operatlv verknQpft Ist. ZusStzlich oder altemativ kann der rekombinante 

IS Expressionsvektor ein SIgnalpeptid kodieren, welches die Sekretlon der 

AntlkOrperkette aus der WIrtszelle erielchtert. Das Gen fQr die AntlkSrperkette kann In 
den Vektor klonlert werden, so dass das SIgnalpeptid In Leseraster mit dem N- 
Terminus des Gens fQr die AntlkOrperkette verknQpft Ist. Das SIgnalpeptid kann ein 
Immunglobulin-Signalpeptid oder ein heterologes SIgnalpeptid sein (d.h. ein 

20 SIgnalpeptid aus einem Nicht-lmmunoglobulln-ProteIn). Zusatzllch zu den Genen fQr 
die Antik5rperkette kbnnen die erfindungsgemaiSen Expressionsvektoren 
regulatorische Sequenzen aufweisen, weiche die Expression der Gene fQr die 
AntlkOrperkette in einer WIrtszelle kontroliieren. Der Begriff „regulatorische Sequenz" 
soil Promotoren, Enhancer und weitere Expresslonskontrollelemente (z.B. 

25 Polyadenylieaingssignaie) einschlieUen, weiche die Transkription oder Translation 
der Gene fQr die Antikdrperkette kontroliieren. Solche regulatorischen Sequenzen 
sind beispielsweise in Goeddel; Gene Expression Technology: Methods in 
Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990) beschrieben. Dem 
Fachmann ist bekannt, dass das Design des Expressionsvektors, wozu die Selektion 

30 regulatorlscher Sequenzen gehdrt, von Faktoren abhangen kann, wie der Wahl der 
zu transfomiierenden WIrtszelle, der gewOnschten Expresslonsstarke des Proteins, 
etc. Zu bevorzugten regulatorischen Sequenzen fQr eine Expression in 
Saugennrlrtszellen gehOren virale Elemente, die zu eIner starken Proteinexpresslon In 
Saugerzellen fQhren, wie Promotoren und/oder Enhancer, die vom Cytomegalovlnjs 

35 (CMV) (wie der CMV-Promoter/Enhancer), Simian-Vims 40 (SV40) (wie der SV40- 
Promotor/Enhancer), Adenovirus (z.B. der Spate Adenovlnjs-Hauptpromotor (AdMLP 
fQr Adenovirus Major Late Promoter) und Polyoma abstammen. Zur welteren 
Beschreibung viraler regulatorlscher Elemente und Sequenzen davon, slehe z.6. US- 
Patent Nr. 5,168,062 von Stinski, US-Patent Nr. 4,510,245 von Bell etal. und US- 

40 Patent Nr. 4,968,6 1 5 von Schaffner et al. 
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Zusatzlich zu den Genen fQr die AntikSrperkette und die regulatorischen Sequenzen 
kOnnen die erfindungsgemaflen rekombinanten Expressionsvektoren zusStzIiche 
Sequenzen aufweisen, wie Sequenzen, welche die Replikation des Vektors in 
5 Wirtszellen regulieren (z.B. Replikationsstartpunkte) und selektierbare Markergene. 
Die selektierbaren i\/1arkergene erieichtern die Selektion von Wirtszellen, in die der 
Vektor eingefQhrt wurde (siehe z.B. US-Patents Nr. 4,399,216, 4,634,665 und 
5,179,017, alle von Axel etaL). Zum Belspiel ist es Qblich, dass das selektierbare 
Markergen eine Wirtszelle, in die der Vektor eingesetzt wurde, gegen Wirkstoffe wie 
10 G418, Hygromycln oder Methotrexat resistant macht. Zu bevorzugten selektierbaren 
Markergenen geharen das Gen fQr die Dihydrofolatreduktase (DHFR) (zur 
Venwendung in dhfr-Wirtzellen mit Methotrexat-Selektion/Annplifikatlon) und das neo- 
Gen (zur G418-Selektion). 

IS FQr die Expression der leichten und schweren Ketten wird der oder werden die 
schwere und leichte Ketten kodierende(n) Expresslonsvektor(en) mittels 
standardislerter Techniken in eine Wirtszelle transflzlert. Die verschiedenen Fonnen 
des Begriffs „Transfektion" sollen eine VIelzahl von Techniken erfassen, die 
gewdhnllchenA/else zur EInfQhrung exogener DNA In eine prokaryotlsche oder 

20 eukaryotische Wirtszelle ven^/endet werden, z.B. Elektroporation, Calcium-Phosphat- 
Failung, DEAE-Dextran-Transfektion und ahnliches. Wenngleich es theoretisch 
mogllch ist, die erfindungsgemSfien Antlkorper entweder in prokaryotischen oder 
eukaryotischen Wirtszellen zu exprinnieren, ist die Expression der Antikorper in 
eukaryotischen Zeilen und insbesondere in SSugen/virtszeilen bevorzugt, da die 

25 Wahrscheinlichkeit, dass ein kon-ekt gefalteter und immunologisch aktiver Antikorper 
zusammengesetzt und sekretiert wird. in solchen eukaryotischen Zeilen und 
insbesondere SSugerzellen h6her ist als in prokaryotischen Zeilen. Ober die 
prokaryotische Expression von AntikOrpergenen Ist berichtet worden, dass sie fQr die 
Produktion grolier Ausbeuten aktiven Antikorpers ineffektiv sei (Boss, M.A. und 

30 Wood, C. R. (1985) Immunology Toofay 6:12-13). 

Zu Sdugenvirtszellen, die fQr die Expression erfindungsgemgRer rekonnbinanter 
Antikorper bevorzugt sind, gehdren CHO-Zellen (eInschlleBlich dhfr'-CHO-Zellen, die 
in Uriaub und Chasin, (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220 beschrieben 

35 sind und mit einem DHFR-selektierbaren Marker venvendet werden, wie z.B. in R.J. 
Kaufman und PA Sharp (1982) Mol. Biol. 159:601-621 beschrieben ist), NSO- 
Myelomzellen, COS-Zellen und SP2-Zellen. Werden rekombinante 
Expressionsvektoren, welche die Antik&rpegene kodieren, in SSugenA^rtszellen 
eingefQhrt, so werden die Antikdrper hergestellt, indem man die Wirtszellen so lange 

40 kultiviert, bis der AntlkSrper in den Wirtszellen exprimiert oder vorzugswelse der 
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Antikorper in das Kulturmedium, in dem die Wirtszeilen wachsen, sel<retiert wird. Die 
Antil^orper l<6nnen aus dem Kuiturmedium gewonnen werden, indem man 
standardisierte Verfahren zur Aufreinigung von Proteinen verwendet. 

5 Es l<annen ebenfalls Wirtszeilen verwendet werden, urn Telle intal<ter Antikdrper, wie 
Fal)-Fragmente Oder scFv-MolekQIe, herzustellen. Variationen der zuvor 
besciiriebenen Vorgetiensweise gehdren selbstverstdndlich zur Erfindung. 
Beispielsweise kann es wOnschenswert sein, eine Wirtszelle mit DMA zu 
transflzieren, die entweder die ielchte Kette oder die schwere Kette (aber nicht beide) 

10 eines erfindungsgemaiien AntikOrpers kodiert. Sind leichte oder schwere Ketten 
vorhanden, die fOr die Bindung des interessierenden Antigens nicht erforderllch sind. 
so kann die DNA, die entweder eine solche leichte oder eine soiche schwere Kette 
Oder beide kodiert, mittels rekombinanter DNA-Technologie zum Teil oder vollstSndig 
entfemt werden. IVIolekQIe, die von solchen verkOrzten DNA-MolekQIen exprlmlert 

IS wenden, gehflren ebenfalls zu den erfindungsgemdilen Antikfirpern. DarQber hinaus 
k6nnen bifunktionale Antikfirper hergesteilt werden, in denen eine schwere und eine 
leichte Kette ein erfindungsgemaiier Antikdrper sind und die andere schwere und 
leichte Kette SpezifitSt fQr ein anderes als das interessierende Antigen besitzen, 
indem man einen erfindungsgemaUen Antikdrper mit einem zweiten Antikdrper 

20 mittels standardisierter chemischer Verfahren quervemetzt. 

In einem bevorzugten System zur rekombinanten Expression eines 
erfindungsgemaden Antikdrpers oder Antigen-bindenden Teils davon wird ein 
rekombinanter Expressionsvektor, der sowohl die schwere Antikdrperkette als auch 

25 die leichte Antikdrperkette kodiert, mittels Calcium-Phosphat-vemnittelter Transfektion 
in dhfr-CHO-Zellen eingefCihrt. Innerhalb des rekombinanten Expressionsvektors 
sind die Gene fOr die schwere und leichte Antikdrperkette jeweils mit regulatorlschen 
CMV-Enhancer/AdMLP-Promotor-Elementen operativ verknQpft, urn eine stari<e 
Transkription der Gene zu bewlrken. Der rekomblnante Expressionsvektor trdgt auch 

30 ein DHFR-Gen, mit dem sich CHO-Zeilen, die mit dem Vektor transflziert sind, 
selektieren lassen, indem man die IVIethotrexat-Selektion/Amplification venivendet. 
Die selektierten transformierten Wirtszeilen werden kultlviert, so dass die schweren 
und leichten Antikdrperketten exprlmlert werden, und intakter Antikdrper wird aus 
dem Kultumedlum gewonnen. Man venArendet standardisierte molekuiarbiologische 

35 Technlken, um den rekombinanten Expressionsvektor herzustellen. die Wirtszeilen 
zu transflzieren, die Transformanten zu selektieren, die Wirtszeilen zu kultivieren und 
den Antikdrper aus dem Kulturmedium zu gewinnen. So betrifft die Erfindung ein 
Verfahren zur Synthese eines erfindungsgemaiien rekombinanten Antikdrpers, 
indem man eine erfindungsgemaiie Wirtszelle in einem geeigneten Kulturmedium 

40 kultlviert, bis ein erfindungsgemaHer rekombinanter Antikdrper synthetisiert ist. Das 
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Verfahren kann des weiteren beinhalten, dass man den rekombinanten Antikarper 
aus dem Kulturmedium isoliert. 

Alternativ zum Screenen rekombinanter AntikSrperbSnke durch Phage-Dlsplay 
5 kdnnen weitere, dem Fachmann bekannte Methoden zum Screenen groBer 

kombinatorischer Banke eingesetzt werden, urn die erfindungsgemSlien AntikOrper 
zu identifizieren. Bei einer Art eines altemativen Expressionssytems ist die 
rekombinante Antik5rpert3ank in Form von RNA-Protein-Fusionen exprimiert, wie in 
WO 98/31700 von Szostak und Roberts, und in Roberts, R.W. und Szostak, J.W. 

10 (1 997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:1 2297-1 2302 beschrieben. In diesem System 
erzeugt man durch In-vitro-Translation synthetischer mRNAs, die an ilirem 3'-Ende 
Puromycin, ein Peptidyiakzeptor-Antiblotikum, tragen, zwischen einer mRlvJA und 
dem Peptid Oder Protein, das sie kodlert, eine kovaiente Fusion. So kann eine 
speziflsclie mRNA aus einem kompiexen Gemiscli von mRNAs (z.B. einer 

IS kombinatorischen Bank) aniiand der Eigenscliaften des kodierten Peptide Oder 
Proteins (z.B. des AntikOrpers oder eines Teils davon) wie dem Binden des 
AntikOrpers oder Teils davon an erfindungsgemd&es Oligomer oder ein Derivat 
davon angereichert werden. Antikdrper oder Telle davon kodierende 
Nukieinsauresequenzen, die aus dem Screenen solcher Bdnke gewonnen werden, 

20 kSnnen mit rekombinanten Mittein in der oben beschriebenen Weise exprimiert 
werden (z.B. in Saugenwirtszelien) und darOber hinaus einer weiteren 
Affinitatsreifung unterzogen werden, indem man entweder in weiteren Durchgangen 
mRNA-Peptid-Fusionen screent, wobei man in die ursprunglich selektierte(n) 
Sequenz(en) IVIutationen einfOtirt, oder indem man andere Verfaiiren zur in-vitro- 

25 Affinitatsreifung rekombinanter AntikOrper in der oben beschriebenen Weise 
venrtrendet. 

Kombinationen aus in vivo- und in vitro-Ansatzen 

30 Die erfindungsgemaiien Antikfirper k6nnen ebenfalis hergestellt werden, indem man 
eine Kombinatlon aus in-vivo- und in-vitro-Ansatzen venvendet, wie Vert'ahren, in 
denen man zunachst erfindungsgemafies Oligomer oder ein Derivat davon auf ein 
AntikSrper-Repertoire in vivo in einem Wirtstier einwiri<en lasst, urn die Produktlon 
von oligomer- oder derivatbindenden AntikGrpem zu stimulieren, und anschlieliend 

35 die weitere Antik5rperselektion und/oder AntikSrpen-eifung (d.h. Optlmierung) mit 
Hilfe einer oder mehrerer in-vitro-Techniken bewerkstelligt wird, Einer 
AusfQhmngsfomi zufolge kann ein solches kombiniertes Verfahren beinhalten, dass 
man zunachst ein nicht-humanes Tier (z.B. eine IVIaus, Ratte, Kaninchen, Huhn, 
Kamelide, Ziege oder eine transgene Version davon oder eine chimare IVIaus) mit 

40 dem erfindungsgemaiien Oligomer oder Derivat davon immunisiert, um eine 
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Antikdrper-Antwort gegen das Antigen zu stimulieren, und anschlieBend unter 
Verwendung von Immunglobulinsequenzen aus Lymphozyten, die durcli die 
Elnwirl<ung des Oligomers oder Derivats in vivo stimuliert worden sind, eine Phage- 
Display-Antil<6rperbanl^ herstellt und screent. Der erste Schritt dieser l<ombinierten 
5 Vorgeliensweise kann in der oben im Zusammenhang nnit den in-vivo-Ansatzen 
bescfiriebenen Weise durchgefOlirt werden, wahrend der zweite Schritt dieser 
Vorgehensweise In der oben in Zusammenhang mit den in-Vitro-AnsStzen 
beschriebenen Weise durchgefOhrt werden kann. Zu bevorzugten Methoden fur die 
Hyperimmunlsierung von nicht-humanen Tieren mit anschlieBendem in-vitro- 
10 Screening von Phage-Display-Banken, die aus den stimullerten Lymphozyten 
hergestellt warden, gehOren diejenigen, die von BioSlte Inc., siehe z.B. WO 
98/47343, WO 91/17271. US-Patent Nr. 5,427,908 und US-Patent Nr. 5.580,717 
beschrieben sind. 

15 Einer weiteren AusfQhrungsfonn zufolge beinhaltet ein kombiniertes Verfahren, dass 
man zunSchst ein nicht-humanes Tier {z.B. eine Maus, Ratte, Kanlnchen, Huhn, 
Kamelide, Ziege oder eine Knockout- und/oder transgene Version davon, oder eine 
chim§re Maus) mit einem erflndungsgemSIXen Oligomer oder Derivat davon 
immunisiert, um eine Antikorperantwort gegen das Oligomer oder Derivat davon zu 

20 stimulieren, und die Lymphozyten, welche die Antikorper mit der gewQnschten 
Spezifitat produzieren, selektiert, indem man (z.B. aus den immunisierten Tieren 
hergestellte) Hybridome screent. Die Gene fQr die Antikorper oder Einzeldoman- 
Antikdrper werden aus den selektierten Klonen isoliert (mittels standardisierter 
Klonierungsverfahren, wie der Reversen Transkriptase-Polymerasekettenreaktion) 

25 und einer in-vitro-Affinitatsreifung unterzogen, um dadurch die 

Bindungseigenschaften des selektierten AntikSrpers oder der selektierten AntikOrper 
zu verbessern. Der erste Schritt dieser Vorgehensweise kann in der oben in 
Zusammenhang mit den in-vivo-Ansatzen beschriebenen Weise vollzogen werden, 
wahrend der zweite Schritt dieser Vorgehensweise in der oben in Zusammenhang 

30 mit den ln-vitro-Ans3tzen beschriebenen Weise vollzogen werden kann, 

insbesondere indem man Verfahren zur In-vitro-Affinitatsreifung venA/endet, wIe 
diejenigen, die In WO 97/29131 und WO 00/56772 beschrieben sind. 

In einem weiteren kombinlerten Verfahren werden die rekombinanten Antikorper aus 
35 elnzelnen isolierten Lymphozyten erzeugt, indem man eine Vorgehensweise 
venA/endet, die dem Fachmann als Lymphozyten-AntiJcSrper-Selektlonsverfahren 
(SLAM) bekannt und in US-Patent Nr. 5,627,052, WO 92/02551 und Babcock, J.S. et 
al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. L/S>^ 93:7843-7848 beschrieben 1st. In diesem 
Verfahren wird ein nicht-humanes Tier (z.B. eine Maus, Ratte, Kaninchen, Huhn, 
40 Kamelide, Ziege, oder eine transgene Version davon, oder eine chim3re Maus) 
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zunachst in vivo mit erfindungsgemaaem Oligomer oder einem Derivat davon 
immunisiert, urn eine Immunantwort gegen das Oligomer oder Derivat zu stimuiieren, 
und dann werden einzelne. interessierende Antikbrper sei<retierende Zellen 
selektiert, indem man einen antigenspezifisclien hamolytischen Plaque-Assay 

5 venwendet. Hierzu kSnnen das Oligomer oder Derivat davon, oder interessierende 
stmkturell venwandte MolekQIe an Schaf-Erythrozyten gekoppelt werden, wobel man 
einen Linker wie Biotin verwendet, wodurch sich einzelne Zellen, die AntikSrper mit 
geeigneter SpezifitSt sekretieren, unter Venwendung des hSmolytlschen Plaque- 
Assays identifizieren lassen. In Anschluss an die Identifizlerung von Zellen, die 

1 0 interessierende AntikSrper sekretieren, werden cDNAs f Qr die variablen Regionen 
der leichten und schweren Ketten aus den Zellen durch Reverse Transkriptase-PCR 
gewonnen und diese variablen Regionen k5nnen dann in Zusammenhang mit 
geeigneten konstanten Immungiobuiinreglonen (z.B. humanen konstanten Regionen) 
in saugenwirtszellen wie COS- oder CHO-Zellen exprimlert werden. Die mit den aus 

15 In vivo selektierten Lymphozyten abstammenden, amplifizierten 

Immungrobulinsequenzen transflzierten Wirtszellen kdnnen dann einer weiteren in- 
vitro-Analyse und -Selektlon unterzogen werden, indem man beispielsweise die 
transflzierten Zellen ausbreitet, um Zellen zu isolieren, die Antik6rper mit der 
gewQnschten Spezifitat exprlmleren. Die amplifizierten Immunglobulinsequenzen 

20 kOnnen des weiteren In vitro manipuliert werden. 

Analog zu den vorstehend besctiriebenen Vorgeiiensweisen kann man auch 
AntikSrper herstellen, die Spezifitat fOr ein erfindungsgemaUes Oligomer oder Derivat 
davon und fur struktureil venwandte synthetisciie MolekQIen aufweisen. Dazu 
25 i) stent man ein Antigen bereit. das ein strukturelles Merkmai beinhaltet, 
welches dem erfindungsgem^lien Oligomer oder Derivat davon und den 
staikturell venwandten synthetischen MolekQIen gemeinsam 1st; 

ii) lasst das Antigen auf ein Antikbrper-Repertoire einwirken; und 

iii) selektiert aus dem Repertoire einen Antlkerper, der an zwei struktureil 
30 verwandte MolekQIe bindet, wodurch man den AntikSrper mit der 

gewQnschten SpezlfltSt erhSlt. 

Die nach obigen Verfahren erhSltlichen oligomerspeziflschen AntikSrper sind 
genauso Gegenstand dervorilegenden Erfindung wie deren Venwendung zur 
35 Herstellung eines Medlkaments zur Behandlung Amyloid-B-assoziierter dementieller 
Erkrankungen bzw. zur Herstellung einer Zusammensetzung zur Diagnose Amylold- 
(i-assozilerter dementieller Erkrankungen. 

Zu den erflndungsgemili erhaitlichen Antikorpem gehSren insbesondere Antiseren, 
40 die mit obigen Verfahren erhalten werden kOnnen. Dies kdnnen Vollseren sein, d.h. 
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aus dem Wirt gewonnenes Blut nach Abtrennung der zelluiaren und gerinnbaren 
Bestandteile, oder Fraktionen dieses Serums, in denen insbesondere die 
lmmunglobulin-Fral<tion und vorzugsweise die Oligomer-erkennende immunglobulin- 
Fraktion angereichert ist. Derartige Fraktionen kSnnen mit den oben im 
5 Zusammenhang mit der Antikorper-Aufreinigung beschriebenen Verfahren erhalten 
werden. 

Die erfindungsgemaiSen Antiseren sind polyklonal, d.h. sie entfialten Antik5rper 
unterschiedlicher SpezifitSt, in der Regel unterschiedlicher Klassen und Subklassen, 
10 normalePA^else sind samtllche L-Ketten-lsotypen vertreten und as werden mehrere 
Protelnepitope erkannt. 

Werden verschiedene der erfindungsgemaHen Oligomere als Immunogen 
venA/endet, so sind die erfindungsgemd&en Antiseren in der Regel kreuzreaktiv. 

15 

Zu den erftndungsgemafi eriialtliciien Antikorpem gehoren einem weiteren Aspekt 
zufolge auch monoklonale Antik5rper, Insbesondere chimdre und liumanisierte 
AntikOrper, sowie oiigomerbindende Fragmente davon. 

20 Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Proteine und insbesondere Antikorper, 
die an ein erTindungsgemSl^es Oligomer oder Derivat davon spezifisch binden, d.h. 
Antlkdrper mit Spezlfitat fOr ein erfindungsgemSBes Oligomer oder Derivat davon, 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch Telle dieser Proteine 
beziehungsweise Antikbrper, insbesondere antigenblndende Telle davon. d.h. 

25 Protein- bzw. Antikdrperteiie. die ein erflndungsgemalies Oligomer oder ein Derivat 
davon binden. 

Vorzugsweise w3hlt man den erflndungsgemSHen Antlkdrper so, dass er eine 
bestimmte Bindungskinetik aulweist (z. B. hohe AffinitSt, geringe Dissoziation, 
30 niedrige off-GeschwIndigkelt, starke neutrallsierende Aktivitat) fOr die speziflsche 
Bindung an erfindungsgema&es Oligomer oder Derivat davon. 

So werden Proteine und insbesondere AntikSrper mit einer Affinitat fQr das 
erfindungsgemaiie Oligomer oder Derivat davon im Bereich von Kd=10'®--10"'*^ M 
35 bevorzugt. Besonders bevorzugt sind hochaffine Proteine und insbesondere 

AntikSrper, die mit hSherer AffinitSt als Kd=10'® IVl, mit hoherer Affinitat als Kd=10'® M, 
mit hSherer Affinitm als Kd=10'^° IVl oder mit hoherer Affinitat als K<,=10"^^ IVl binden. 

Einem anderen Aspekt zufolge sind diejenigen Proteine und insbesondere Antlkdrper 
40 bevorzugt, die andere Ap(1-42)-Formen, insbesondere monomeres Ap(1-42)-Protein 
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und/oder monomeres Ap(1-40)-Protein mit vergleichweise geringerer Affinitat, 
insbesondere mit geringerer Affinitat als Kd=10"^ M binden. 

Demnach sind erfindungsgemad vor allem diejenigen Proteine und insbesondere 
Antil<erper bevorzugt, die das Oligomer oder Derivat davon mit hdherer AfRnitat 
binden als monomeres Ap(1-42)-Protein und/oder monomeres Ap(1-40)-Protein. 
Afflnitatsverhaitnlsse von 10, 100 oder 1000 sind besonders bevorzugt. 

Einem weiteren Aspeirt zufolge l<ann man die erfindungsgemafJen Antil^orper so 
waiilen, dass sie das Oligomer oder Derivat davon mit einer l<ofr 
Gesciiwindlgl<eitsl<onstanten von 0,1 s"^ oder weniger binden. 
Geschwlndigkeitsl<onstanten l<off von 1x10'^ s'^ oder weniger, 1x10"^ s"^ oder 
weniger, 1 x 10"* s"^ oder weniger, oder 1x10"^ s"^ Oder weniger, sind in der 
angegebenen Reilienfolge zunehmend bevorzugt. 

Ferner l<ann man erfindungsgemaUe Antil<Orper so wahlen, dass sie die Al^tivitat, 
insbesondere die neutoxisclie Al<tivitat, erfindungsgemafJer Oligomere oder Derlvate 
davon mit einem IC50 von 1 x 10"* IVI oder weniger inliibieren. Hemml<onstanten \Cbo 
von 1 X 10"^ M Oder weniger, 1 x 10"° l\/l oder weniger, 1 x 10° M oder weniger, 1 x 
10'^° M Oder weniger, oder 1 x 10'" iVI oder weniger sind in der angegebenen 
Reihenfolge zunehmend bevorzugt. 

Bei den Antii<6rpem handelt es sich vorzugsweise urn isoiierte AntikSrper. Einem 
weiteren Aspei<t zufolge sind die Antiltfirper neutraiisierende Antil<erper. Zu den 
erfindungsgemaaen Antil<6rpem geharen monoklonale und nekombinante Antik5rper. 
Vielen AusfQIirungsformen zufolge kann der AntikOrper eine Aminosauresequenz 
belnhalten, die voilstandig von einer einzigen Spezies abstammt, wie ein humaner 
AntikOrperoder ein IVIausantikarper. Weiteren AusfQhrungsformen zufolge kann der 
AntikOrper ein chimarer Antikfirper oder ein CDR-Graft-Antik6rper oder eine andere 
Fonn elnes humanlsierten Antikfirpers sein. 

Der Begriff ,Antik5rper" soil sich auf ImmunglobulinmolekQIe bezlehen, die aus 4 
Polypeptidketten, zwei schweren (H) Ketten und zwel leichten (L) Ketten, geblldet 
sind. Die Ketten sind In der Regel durch Disulfid-Blndungen miteinander verknQpft. 
Jede schwere Kette setzt sich aus einer varlablen Region der schweren Kette (hier 
als HCVR Oder VH abgekOrzt) und einer konstanten Region der schweren Kette 
zusammen. Die konstante Region der schweren Kette wird aus drei Domanen CHI, 
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CH2 und CH3 gebildet. Jede leichte Kette setzt sich aus einer variablen Region der 
leichten Kette (hier als LCVR oder VL abgekQrzt) und einer konstanten Region der 
leicliten Kette zusammen. Die konstante Region der leichten Kette wird aus einer 
DomSne CL gebildet. Die VH- und VL-Regionen k5nnen welter unterteiit werden In 
5 hypervariable Regionen, die als komplementaritatsbestimmende Reglonen (CDR fur 
Complementarity Detemaining Region) bezeichnet werden und mit konservierleren 
Reglonen, die als GerQstreglonen (FR fQr Frame Work Region) bezeichnet werden, 
durchsetzt sind. Jede VH- und VL-Region wird aus drel CDRs und vier FRs gebildet, 
die vom N-Temilnus zum C-Temiinus In folgender Reihenfolge angeordnet sind: 
10 FR1 , CDR1 , FR2, CDR2, FR3. CDR3, FR4. 

Der Begriff „antigenbindender Tell" eines Antikdrpers (oder einfach .AntlkSrperteir) 
bezieht sich auf ein oder mehrere Fragmente eines Antlkfirpers mit Spezlfitat fQr ein 
erfindungsgemSRes Oligomer oder Derlvat davon, wobei das oder die Fragmente 

15 nach wie vor die Fahigkeit besitzen, das Oligomer oder Derlvat davon spezifisch zu 
binden. Es ist gezeigt worden, dass die antigenbindende Funktion eines Antikorpers 
von Fragmenten eines vollstandigen Antikorpers wahrgenommen werden kOnnen. Zu 
Beispielen bindender Fragmente geh5ren im Sinne des Begriffs „antigenbindender 
Teii" eines Antikdrpers (i) ein Fab-Fragment, d.h. ein aus den VL-, VH-, CL- und 

20 CH1-Domanen zusammengesetztes monovalentes Fragment; (ii) ein F(ab*)2- 

Fragment, d.h. ein bivalentes Fragment, welches zwei in der Hinge-Region Dber eine 
Disulfid-BrQcke miteinander verknupfte Fab-Fragmente beinhaltet; (iii) ein Fd- 
Fragment, das sich aus den VH- und CHI-DomSnen zusammengesetzt; (iv) ein Fv- 
Fragment, das sich aus den FL- und VH-DomSnen eines einzelnen Amis eines 

25 Antikdrpers zusammengesetzt; (v) ein dAb-Fragment (Ward et ai, (1989) Nature 
341:544-546 ), das aus einer VH-DomSne oder VH, CH1. CH2. DH3. oder VH, CH2, 
CH3 besteht; und (vi) eine isolierte komplementaritStsbestimmente Region (CDR). 
Wenngleich die beiden Domanen des Fv-Fragments, nSmlich VL und VH, von 
getrennten Genen kodiert sind, kdnnen Sie des weiteren mit einem synthetischen 

30 Linker unter Venvendung rekombinanter Verfahren miteinander verbunden werden, 
wodurch sie als eine einzige Proteinkette hergestellt werden kdnnen, worin die VL- 
und VH-Regionen sich zusammenfinden, um monovalente MolekQIe zu bilden (als 
Einzelkette-Fv (ScFv) gekannt; slehe z.B. Bird et al. (1988) Science 242:423-426: 
und Huston etal, (1988) Proc. Nati Acad. Sci. USA 85:5879-5883). Derartige 

35 Einzelketten-Antikdrper sollen auch von dem Begriff „antigenbindender Tell" eines 
Antikorpers erfasst werden. Andere Fomien von Elnzelketten-Antik5rpern wie 
„Diabodies" gehSren ebenfalls dazu. Diabodies sind bivalente, bispezifische 
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AntikOrper, in denen VH- und VL-DomSnen auf einer einzelnen Polypeptidkette 
exprimlert sind, wobei allerdings ein Linker verwendet wird, der zu kurz ist, als dass 
sich die beiden Dom§nen auf derselben Kette zusammenfinden kdnnen, wodurcii 
man die Domanen zwingt, mit komplementaren Domanen einer anderen Kette zu 
5 paaren und zwei antigenbindende Stellen zu bilden (siehe z.B. Holliger, P., et al. 
(1993) Proc. Natl. Acad. Scl. t/SA 90:6444-6448; Poljak, R.J., etal. (1994) Structure 
2:1121-1123). 

Des welteren kann ein AntlkOrper oder anttgenbindender Tell davon Tell eines 

10 grdfteren ImmunadhdsionsmolekQIs sein, das durch kovalente oder nictit kovalente 
Assozlierung des AntikOrpers oder AntikOrperteils mit einem oder mehreren weiteren 
Proteinen oder Peptiden gebildet wird. Zu solclien ImmunadhdsionsmoiekQIen gehdrt 
die Verwendung der Streptavidin-Kernreglon, um ein tetrameres scFv-IVIolekOI 
herzusteiien (Kipriyanov, SM., etal. (1995) Human AntH>oclles und HybridomasQ'.dZ- 

15 1 01 ) und die Venwendung eines Cysteinrestes, eines l\/larkerpeptids und eines C- 
tenninalen Polyliistidin-Tags, um bivalente und biotinyiierte scFv-l\/lo!ekQle zu 
machen (Kipriyanov, S.M., et al. (1994) Mol. Immunol. 31:1047-1058). 
Antlkdrperteile, wie Fab und F(ab')2-Fragmente, konnen aus ganzen Antikorpern 
hergestellt werden, indem man konventionelle Tecliniken verwendet, wie die 

20 Verdauung mit Papain bzw. Pepsin. DarOber liinaus kSnnen Antikorper, 
AntikOrperteile und ImmunadtiasionsmolekQIe eriialten werden, indem man 
standardisierte rekombinante DNA-Techniken verwendet. Ein „isolierter Antikdrper 
mit Spezifitat fQr ein erfindungsgemalies Oligomer oder Derivat davon" meint einen 
Antikdrper mit Spezifitat fQr ein erfindungsgemSlies Oligomer oder Derivat davon, 

25 der Im wesentilchen frei von anderen AntikOrpern mit unterscliiediiclien 
Antigenspezifltaten ist, also insbesondere einen Antikdrper, der frei ist von 
AntikOrpern, welche spedflscli an andere Fonnen des Ap(1-42)-Proteins, wie oben 
beschrieben, binden. 

30 Der Begriff „neutralisierender Antikdrper" meInt einen Antikdrper, dessen BIndung an 
ein bestimmtes Antigen zur Inhiblerung der bloiogischen Aktlvitat des Antigens fOhrt. 
DIese Inhiblerung der bloiogischen Aktlvitat des Antigens kann beurteilt werden, 
Indem man einen oder mehrere Indikatoren fQr die blologische Aktlvitat des Antigens 
misst, wobei man einen geeigneten in vitro- oder In vIvo-Assay venwendet. 

35 

Der Begriff „monoklonaler Antikdrper" meInt einen Antikdrper, der von einem 
Hybridom abstammt (z. B. ein Antikdrper, der von einem mittels 
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Hybridomtechnologie, wie der standardisierten Hybridommethodik nach Kohler und 
Milstein, hergestellten Hybridom sekretiert wird). Ein von einem Hybridom 
abstammender Antikdrper mit Spezifltat fOr ein erflndungsgemaBes Oligomer oder 
Derivat davon wird daher ais nnonoklonaler Antikbrper bezelchnet. 

5 

Der Begriff „rekombinanter AntikSrper" bezieiit sich auf Antikfirper, die mit 
rekombinanten MItteIn liergesteilt, exprimlert, erzeugt Oder isollert werden, wie 
AntikSrper, die unter Venwendung eines In eine Wirtszelle transfizierten, 
rekombinanten Expressionsvektors exprlmiert werden; Antikdrper, die aus einer 

10 rekombinanten kombinatorischen AntikSrperbank isoiiert sind; Antikdrper, die aus 
einem Tier (z. B. einer Maus), die durch humane Immunglobulingene transgen ist, 
isollert sind (siehe z. B. Taylor, L.D., et al. (1992) NucL Acids Res. 20:6287-6295); 
Oder Antikdrper, die auf Irgend eine andere Weise, bei der bestimmte 
Immunoglobulin-Gensequenzen (wie liumane Immunglobuiin-Gensequenzen) mit 

15 anderen DNA-Sequenzen zusammengesetzt werden, hergestellt, exprimiert, erzeugt 
Oder isoiiert werden. Zu rekombinanten AntikSrpem geiiSren beispielsweise chimare, 
CDR-Graft- und humanislerte Antikdrper. 

Der Begriff „iiumaner Antikdrper" bezieiit sicii auf Antikdrper, deren variable und 

20 konstante Regionen Immunglobulinsequenzen der Humankeimbahn, wie 

beispielsweise von Kabat et al. (siehe Kabat, et al. (1991) Sequences ofPmteins of 
Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health und Human 
Services, NIH Publication Nr. 91-3242) beschrieben, entsprechen oder davon 
abstammen. Die erfindungsgemaUen humanen Antikdrper kdnnen allerdings 

25 AmlnosSurereste belnhaiten, die nicht von humanen Keimbahn- 

immunglobuiinsequenzen kodiert sind (z. B. Mutationen, die durch zufailige oder 
ortsspezlfische Mutagenese in vitro oder durch somatische Mutation in vivo 
eingefQhrt sind), beispielsweise In den CDRs, und Insbesondere in CDR3. 
Erflndungsgemai^e rekombinante humane Antikdrper haben variable Regionen und 

30 kdnnen auch konstante Regionen beinhalten, die von Immunglobulinsequenzen der 
Humankeimbahn abstammen (siehe Kabat, E.A., et al. (1991) Sequences ofPmteins 
of immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health und Human 
Services, NIH Publication Nr. 91-3242). Bestimmten AusfOhrungsformen zufolge 
werden derartige rekombinante humane Antikdrper allerdings einer In vitro- 

35 IVIutagenese (oder falls ein durch humane Ig-Sequenzen transgenes Tier ven/vendet 
wird, einer somatischen in vivo-Mutagenese) unterzogen, so dafi die 
Aminosauresequenzen der VH- und VL-Regionen der rekombinanten Antikdrper 
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Sequenzen sind, die, wenngleich sie mit VH- und VL-Sequenzen der 
Humankeimbahn verwandt sind oder davon abstammen, innerhalb des liumanen 
Antil<5rper-Keimbalinrepertoirs in vivo natOrlicfierweise nicht existieren. Bestimmten 
Ausfuhrungsformen zufolge sind derartige rel<ombinante Antikfirper das Resultat 
5 einer selektlven Mutagenese Oder RQckmutation, oder beldes. 

Der Begrlff •RQckmutation" bezlelit sich auf ein Verfahren. be! dem einlge oder 
sSmtliche der somatiscii mutierten Aminosauren eines humanen AntikSrpers mit den 
entspreclienden Keimbaiinresten einer fiomologen KeimbaiinantikSrpersequenz 

10 . ersetzt werden. Die Sequenzen fOr die schwere und leichte Kette eines 
erflndungsgemaBen humanen Antikdrpers werden getrennt mit den 
Keimbahnsequenzen In der VBASE-Datenbank vergiichen, urn die Sequenzen mit 
der gr6(iten Homologie zu Identlfizieren. Abzelciiungen Im erfindungsgemSBen 
humanen Antikfirper werden auf die Keimbahnsequenz zurQckgefQhrt, indem man an 

15 definierten Nukieotidpositionen, die solche abweichenden Aminosauren kodieren, 
mutiert Die direkte oder indirekte Bedeutung jeder auf diese Weise als Kandldat fOr 
eine RQckmutation identifizierten Aminosaure fur die Antigenbindung sollte 
untersucht werden, und eine Aminosaure, die nach IVIutation eine wunschenswerte 
Eigenschaft des humanen Antikdrpers beeintrachtigt, soilte in den endgOitigen 

20 humanen Antikfirper nicht miteinbezogen werden. Um die Anzahi der Aminosauren 
fOr eine RQckmutation so gering wie mSglich zu halten, kSnnen diejenigen 
AminosSurepositionen unverSndert bleiben, die zwar von der am nachsten 
kommenden Keimbahnsequenz abweichen aber mit der entsprechenden 
Aminosauresequenz einer zweiten Keimbahnsequenz identisch sind, vorausgesetzt, 

25 dal^ die zweite Keimbahnsequenz mit der Sequenz des erfindungsgemaiien 
humanen Antikdrpers zumindest in 10 und vorzugsweise in 12 Aminosduren auf 
beiden Seiten der fraglichen Aminosdure identisch und co-iinear ist. RQckmutationen 
kdnnen auf beiiebiger Stufe der AntikOrperoptimlemng vorgenommen werden. 

30 Der Begriff „chimarer Antik5rper" bezieht sich auf AntikOrper, die Sequenzen fOr die 
variabie Region der schweren und ieichten Kette aus einer Spezies beinhaiten, in 
denen aber die Seuqenzen einer oder mehrerer der CDR-Regionen aus VIH und/oder 
VL mit CDR-Sequenzen einer anderen Spezies ersetzt sind, wie Antikdrper, die 
variabie Regionen der schweren und Ieichten Kette aus Maus aufweisen, in denen 

35 eine oder mehrere der Maus-CDRs (z. B. CDR3) mit humanen CDR-Sequenzen 
ersetzt sind. 
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Der Begriff ..humanisierter AntikOrper" bezieht slch auf AntikQrper, die Sequenzen der 
variablen Region schwerer und ielchter Kette aus einer nichthumanen Spezies (z. B. 
Maus, Ratte, Kaninchen, Huhn, Kamelid, Ziege) beinhalten, in denen jedoch 
wenlgstens ein Teil der VH- und/oder VL-Sequenz verandert worden ist, urn mehr 
5 „humanahnlich" zu sein, d. h. variablen Sequenzen der humanen Keimbafin 
ahnllcher zu sein. EIne Art eines humanlsierten AntikOrpers Ist ein CDR-Graft- 
AntikSrper, bel dem humane CDR-Sequenzen in niclithumane VH- und VL- 
Sequenzen eingesetzt sind, urn die entspreclienden nichthumanen CDR-Sequenzen 
zu ersetzen. 

10 

Ein Weg, die Bindungskinetik eines Antikfirpers zu messen, Ist mittels 
Oberfiachenpiasmonrasonanz. Der Begrlff ,Oberflachenplasmonrasonanz" bezieht 
slch auf ein optisches Phanomen, mit dem sich blospezlfische Wechselwirkungen 
analysieren lassen, Indem man Veranderungen von Proteinkonzentrationen mil einer 

15 Blosensormatrix nachweist, wobei man beispielswelse das BIAcore-System 

venvendet (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Sweden und Piscataway, NJ). FQr 
weitere Beschreibungen siehe Jonsson, U., etal. {^993)Ann. Biol. Clin. 51:19-26; 
Jonsson, U., etal. {^99^) Biotechniques 11:620-627; Johnsson, B., et al. (1995) J. 
Mol. Recognit 8:125-131; und Johnnson, B., etal. (1991) Anal. Biochem. 198:268- 

20 277. 

Der Begriff "Kotr" bezieht sich auf die off-Geschwindigkeitskonstante fQr die 
Dissoziation eines Antlkfirpers aus dem Antlk5rper/Antlgen-Komplex. 



25 Der Begriff JK^ bezieht sich auf die DIssozlationskonstante einer bestimmten 
Antlkdrper-Antlgen-Wechselwirkung. 

Die Bindungsafflnltat der erflndungsgemaOen Antikdrper kann beurteilt werden, 
Indem man standardislerte In vitro-immunoassays, wie ELISA- oder BIAcore- 
30 Analysen, venvendet. 

Neben AntikSrpem kann das Protein ein vom T-Zellrezeptor abstammendes MolekQI 
Oder eine vom T-Zellrezeptor abstammende Rezeptordomane, oder ein 
Fuslonsprotein der Rezeptordomane mIt einem Fc-Teii eines Immunoglobulins sein. 



35 



Gegenstand dervorllegenden Erfindung sind auch phannazeutische MIttel 
(Zusammensetzungen). die ein erfindungsgemddes Protein und Insbesondere einen 
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erfindungsgemal^en Antikdrper sowie gegebenenfalls einen phamnazeutisch 
vertraglichen TrSger beinhalten. ErfindungsgemdKe pharmazeutische 
Zusammensetzungen kdnnen des weiteren wenigstens ein zusdtzliches 
therapeutisches Agens, z. B. ein oder mehrere zusStzliche therapeutische Agenzlen 

S zur Behandlung einer Erkrankung, zu deren Linderung die erfindungsgemdilen 
Antikdrper brauciibar sind, beinhaiten. Bindet der erfindungsgemdlle Antik&rper 
beisplelswelse an ein erfindungsgemaftes Oligomer, kann die piiarmazeutisclie 
Zusammensetzung des weiteren ein oder melirere zusdtzliclie therapeutisclie 
Agen^en beinhaiten, die zur Behandlung von Erkrankungen brauchbar sind, bei 

10 denen die Aktivitdt des Oligomers von Bedeutung ist. 

Zu phamriazeutlsch vertraglichen Tragern gehSren samtliche Lbsungsmittel, 
Dispersionsmedien, OberzOge, antibakterielle und gegen Pilze gerichtete Agentien, 
isotonische und die Absorption verz6gernde Agenzlen, und dergleichen, sofern sie 

15 physlologlsch kompatibel sind. Zu phannazeutisch akzeptabien Tragern gehSren 
beispielsweise Wasser, Kochsalzl6sung, Phosphat-gepufferte Kochsalzl5sung, 
Dextrose, Glyzerin, Ethanoi und ahnliches, sowie Komblnationen davon. in vielen 
Fallen ist as bevorzugt, isotonische Agenzlen, beispielsweise Zucker, Polyalkohole, 
wie Mannitol oder Sorbitol, oder Natriumchlorld mit zu verwenden. Pharmazeutisch 

20 vertragliche Trager konnen des weiteren geringere Mengen an Hilfssubstanzen, wie 
Netzmittel oder Emulgatoren, Konserviemngsmittel oder Puffer beinhaiten, die die 
IHaltbarkeit oder Wirksamkeit der Antikdrper erhdhen. 

Die phamnazeutischen Zusammensetzungen kdnnen beispielsweise zur parenteralen 
25 Verabreichung geelgnet sein. Hier werden die Antikdrper vorzugsweise als 

injizierbare Ldsungen mit einem Antikdrpergehait von 0,1 - 250 mg/mi zubereitet. Die 
injizierbaren Ldsungen k6nnen In flQssiger Oder lyophilislerter Fonnn in einem Flintglas 
Oder vial, einer Ampulle oder einer gefQIIten Spritze als Dosieaingsform zubereitet 
sein. Der Puffer kann L-Hlstidin (1 - 50 mM, vorzugsweise 5-10 mM) enthaiten und 
30 einen pH-Wert von 5,0 - 7,0, vorzugsweise von 6,0, aufweisen. Zu weiteren 
geeigneten Puffem gehbren, ohne darauf beschrankt zu sein, Natriumsuccinat-, 
Natriumcitrat-. Natriumphosphat- oder Kaliumphosphat-Puffer. Man kann 
Natriumchlorld verwenden, urn die Tonlzltat der Ldsung auf eine Konzentration von 0 
- 300 mM (vorzugsweise 150 mM fOr eine flQssige Dosiemngsform) einzustellen. 
35 Cryoschutzmittel kbnnen fQr eine lyophilisierte Dosiemngsform mit einbezogen 
werden, z,B, Sukrose (z.B. 0-10 %, vorzugsweise 0,5 - 1 ,0 %). Zu weiteren 
geeigneten Cryoschutzmittein gehOren Trehalose und Laktose. FQIImittei kOnnen fOr 
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eine lyophilisierte Dosierungsform mit einbezogen werden. z.B. Mannitol (z.B. 1 - 10 
%, vorzugsweise 2-4 %). Stabilisatoren kdnnen sowohl in flQssigen als auch 
lyophilisierten Dosieaingsformen verwendet werden, z.B. L-Methlonin (z.B. 51 - 50 
mM, vorzugsweise 5-10 mM). Zu weiteren geeigneten FQIImitteIn gehSren Glycin 
5 und Arginin. Ebenso kOnnen Tenslde verwendet werden, beisplelsweise Polysorbat- 
80 (z.B. 0 - 0,05 %, vorzugsweise 0,005 - 0,01 %). Zu weiteren Tenslden gehdren 
Poiysorbat-20 und BRIJ-Tenside. 

Die erflndungsgemdKen Zusammensetzungen kdnnen eine Vieizaiii von Fomnen 
10 annehmen. Zu diesen geli&ren flQsslge. Iiaibfeste und feste Dosierungsfomien. wie 
flQssige LOsungen (z. B. injizierbare und infundierbare Ldsungen), Dispersionen oder 
Suspensionen, Tabietten, Pillen, Pulver, Liposome und Supposltorien. Die 
bevorzugte Form hangt von der beabsicfitigten Verabreicliungsart und der 
tlierapeutisclien Anwendung ab. Typisdienweise werden Zusammensetzungen in 
15 Fomn von injizierbaren oder infundierbaren LSsungen bevorzugt, beispieisweise 
Zusammensetzungen, die fOr die passive Immunisierung von IVlenschen mit anderen 
AntikCrpern Alinliclikeit besitzen. Der bevorzugte Verabreicliungsweg ist parenteral 
(z, B. intravenSs, subkutan, intraperitoneal, intramuskular). Gemali einer 
bevorzugten AusfQIirungsform wird der Antik5rper durcii intravendse Infusion oder 
20 injektion verabreicht. Einer weiteren bevorzugten AusfOiirungsfonm zufolge wird der 
Antikdrper durch intramuskuiSre oder subkutane Injektion verabreicht. 

Therapeutische Zusammensetzungen mQssen typischenAreise steril und unter den 
Herstellungs- und Lagenjngsbedingungen stabll seln. Die Zusammensetzungen 

25 kdnnen als Ldsung, Mikroemulsion. Dispersion, LIposom oder einer weiteren fOr 
hohe WIrkstoffkonzentrationen geeigneten, geordneten Strukturfomiuliert werden. 
Sterile injizierbare Ldsungen kdnnen liergestellt werden, indem man die aktive 
Verblndung (d. h. den Antikdrper) in der bendtigten Menge in ein geeignetes 
Ldsungsmlttel gegebenenfalls mit einem oder einer Kombination der vorstehend 

30 genannten Inhaltsstoffe. Je nach Bedarf, einbringt und anschlie&end steril filtriert. 
Dispersionen werden in der Regel zubereitet, indem man die aktive Verblndung in 
ein steriies Veliikel einbringt, welches ein Grunddispersionsmedium und 
gegebenenfalls weitere bendtigte Inhaltsstoffe enthdit. Im Falle eines sterilen 
lyophilisierten Pulvers zur Herstellung steriler injizierbarer Ldsungen stellen die 

35 Vakuumtrocknung und SprQhtrocknung bevorzugte Herstellungsverfahren dar, mit 
denen ein Pulver des aktiven Inhaltsstoffes und gegebenenfalls weiterer erwQnschter 
Inhaltsstoffe aus einer zuvor steril filtrierten Ldsung erhalten wird. Die richtige 
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Fllessfahigkeit einer LOsung kann beibehalten werden, indem man beispielsweise 
einen Oberzug wie Lecithin ven^/endet, im Fall von Dispersionen die benStigte 
PartikelgrSlie beibehait oderTenslde verwendet. Eine verl§ngerte Absorption 
injizierbarer Zusammensetzungen kann erreicht warden, indem man ein Agens, das 
S die Absorption verzdgert, beispielsweise IVIonostearatsaIze und Gelatine, in die 
Zusammensetzung mit einbringt. 

Die erfindungsgemSBen Antik6rper kOnnen mit einer Vielzahl von Verfahren, die dem 
Fachmann bekannt sind, verabreicht werden, wenngleich fQr viele tlierapeutische 

10 Anwendungen die subkutane Injektlon, intravenOse Injektlon Oder Infusion die 

bevorzugte Verabreichungsart darstellt. Der Fachmann welB, dass Weg und/oder Art 
der Verabreichung vom gewQnschten Resultat abhSngen. Bestimmten 
AusfQhrungsformen zufolge kann die aktive Verbindung mit einem TrSger zubereitet 
werden, der die Verbindung gegen rasche Freisetzung schOtzt, so zum Beispiel eine 

15 Formulierung mit kontrollierter Freisetzung. wozu Implantate. transdermale Pflaster 
und mikroverkapselte Abgabesysteme geh6ren. Es konnen biologisch abbaubare 
biokompatible Polymere verwendet werden, wie Ethylenvinylacetat, Polyanhydride, 
Polyglykoisaure, Collagen, Polyorthoester und Polymilchsaure. Die Verfahren zur 
Zubereitung solcher Formulierungen sind dem Fachmann allgemein bekannt, siehe 

20 zum Beispiel Sustained und Controlled Release Dnjg Delivery Systems, J.R. 
Robinson, ed., IVIarcel Dekker, Inc., New York, 1978. 

Bestimmten AusfQhrungsformen zufolge kann ein erflndungsgemSUer Antikorper oral 
verabreicht werden, beispielsweise in einem inerten VerdOnnungsmittel oder einem 

25 assimiiierbaren essbaren TrSger Der Antik5rper (und gewQnschtenfalls weitere 
Inhaltsstoffe) kSnnen auch in einer Hart- oder Weichgelatinekapsel eingeschlossen, 
zu Tabletten verpresst oder direkt der Nahrung zugesetzt werden. FQr die orale 
therapeutlsche Verabreichung kdnnen die Antik&rper mit Exzipienten vermischt und 
in Form von schluckbaren Tabletten, Buccaltabletten, Kapsein, Elixieren, 

30 Suspensionen, Sirups und dergleichen venvendet werden. Soil ein 

erfindungsgemafJer AntikQrper Qber einen anderen als den parenteralen Weg 
verabreicht werden. kann es erforderiich sein, eine Beschichtung aus einem Material 
zu wShlen, das seine Inaktivlerung verhlndert. 

35 Die erfindungsgemafien Antik6rper sind vorzugsweise in der Lage, sowohl in vitro als 
in vivo die Aktivitat erfindungsgemaiier Oligomere oder Derivate davon, an die sie 
binden, zu neutralisieren. Die AntikOrper kdnnen daher zur Inhibierung der Aktivitat 
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erfindungsgemaRer Oligomere oder Derivate davon verwendet werden, z. B. in einer 
die Oligomere oder Derivate davon entlialtenden Zellkuitur oder in iiumanen 
Individuen oder anderen Saugem, in denen die Oligomere oder Derivate davon 
zugegen sind. Einer AusfOtimngsfonn zufolge ist Gegenstand der Erfindung ein 

5 Verfahren zur Inhiblerung der Aktivitat erfindungsgemaUer Oiigomere oder Derivate 
davon, wobel man elnen erfindungsgemaiien AntikOrper auf ein Oligomer oder 
Derlvat davon so einwlrken ISsst. dass die Aktivitdt des Oligomers oder Derivats 
davon inhibiert wird. Dabei kann die Aktivitat beispielsweise in vitro Inhibiert v/erden. 
Beispielsweise kann der erfindungsgemaito Antikdrper einer Zellkuitur. die das 

10 erfindungsgemSBe Oligomer oder Derlvat davon enthSIt oder unter Verdaclit steht, 
es zu enthalten, zugesetzt werden, urn die Aktivitat des Oligomers oder des Derivats 
davon In der Kultur zu inhibleren. Altemativ kann die Aktivitat des Oligomers oder 
Derivats davon In einem Indivlduum in vivo inhibiert werden. 

15 So betrlfft ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ein Verfahren zur 
inhiblerung der Aktivitat erfindungsgemaiSer Oligomere oder Derivate davon In einem 
Indivlduum, das an einer Erkrankung ieidet, bei der Amyiold-R-Proteln beteiligt ist 
und insbesondere die Aktivitat des erfindungsgemaiien Oligomers oder Derivats 
davon von Bedeutung ist. Dieses Verfahren beinhaltet die Verabreichung wenigstens 

20 eines erfindungsgemaiien Antikflrpers an das Indivlduum mit dem Ziel, die Aktivitat 
des Oligomers oder Derivats davon, an die oder das der AntikSrper bindet, zu 
inhibieren. Das Individuum ist vorzugsweise ein IVIensch. Ein erfindungsgemaiier 
Antikorper kann einem menschiichen individuum fOr therapeutische Zwecke 
verabreicht werden. DarOber hinaus kann ein erfindungsgemaiier Antikorper einem 

25 nichtmenschlichen Sauger fQr veterinannedizinische Zwecke oder im Rahmen eines 
TIermodeli fOr eine bestimmte Erkrankung verabreicht werden. Derartige Tiennodelle 
k&nnen nOtzllch sein, urn die therapeutische WIrksamkeit erflndungsgemaRer 
Antikdrper zu beurteilen (z. B. urn Dosierungen und zeitllche Abiaufe der 
Verabreichung zu testen). 

30 

Zu Erkrankungen, bei der erfindungsgemaiie Oligomere oder Derivate davon eine 
Rolle spieien, gehOren Insbesondere Erkrankungen, an deren Entstehung und/oder 
Verlauf ein erfindungsgemaiies Oligomer oder Derlvat davon beteiligt ist. Damit sind 
insbesondere solche Erkrankungen gemeint, bei denen erfindungsgemaiie 
35 Oligomere oder Derivate davon nachwelslich oder vemiutlich fQr die 

Pathophysiologie der Erkrankung verantwortlich sind oder einen Faktor darstellen, 
der zur Entstehung und/oder Verlauf der Erkrankung beltragt. Dementsprechend 
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gehoren hierzu solche Erkrankungen. bei denen die Inhibierung der Aktivitat 
erfindungsgem§Ber Oligomere oder Derivate davon Symptome und/oder Progression 
der Erkrankung zu lindern vermag. Solclie Erkrankungen lassen sicli beispielsweise 
dadurch belegen , dass sich eine erli6hte Konzentration erfindungsgemaBer 

5 Oligomere oder Derivate davon in einem biologisclien Fluid eines Individuums, das 
an einer bestimmten Erkrankung leidet (z. B. einer erhOhten Konzentration in Serum, 
Plasma, CSF, Urin, etc.)* Dies kann beispielsweise nachgewlesen werden, indem 
man einen erfindungsgemiflen Antikdrper venA/endet. Die erfindungsgema&en 
Oligomere und Derivate davon spielen eine entscheidende Roile in der Patliologie, 

10 die mit einer Vielzahl von Erkrankungen zusammenhSngt, an denen 

neurodegenerative Elemente. kognitive Defizite, neurotoxische Elemente und 
inflammatorische Elemente betelllgt sind. 

Die erfindungsgemafien AntikOrper kSnnen zusammen mit einem oder mehreren 
IS zusatzllchen therapeutischen Agenzien verabreiclit werden, die bei der Behandlung 
der zuvor beschrlebenen Erkrankungen brauchbar sind. 

Die pharmazeutisclien Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung enthalten in 
der Regel eine therapeutiscli wirksame IVIenge oder eine propliylaktiscli wirksame 

20 Menge wenigstens eines erfindungsgemafien AntikOrpers. In Abfiangigkeit von der 
gewQnschten Behandlung, ob beispielsweise eine therapeutische oder 
prophyiaktische Behandlung gewOnscht ist, kQnnen Dosierungspiane gewahit und 
angepasst werden. Beispielsweise kann man eine Einzeldosis, mehrere getrennte 
Dosen Qber die Zeit verteilt oder eine ansteigende bzw. sinkende Dosierung je nach 

25 den Anforderungen der therapeutischen Situation verabreichen. Es ist insbesondere 
von Vorteil. parentale Zusammensetzungen in Einheitsdosierungsform zu 
formulieren, um die Verabreichung zu erieichtern und eine Gleichf5rmigkeit der 
Dosierung zu gewahrleisten, 

30 Eine therapeutisch oder prophylaktisch wirksame Menge eines erfindungsgemafien 
AntikOrpers kann beispielsweise im Berelch von 0,1 - 20 mg/kg und vorzugsweise 1 
- 10 mg/kg liegen, ohne darauf beschrankt zu seln. NatQrIich kdnnen diese Mengen 
je nach Art und Schwere des zu lindemden Zustandes variieren. 

35 Im Rahmen der diagnostlschen VenA^endung der Antikfirper dient die qualitative oder 
quantitative spezlfische Ollgomer-Bestimmung Insbesondere der Diagnose 
krankheitsrelevanter Amyloid-P(1-42)-Formen. Spezifitat bedeutet in diesem 
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Zusammenhang die Moglichkeit, ein bestimmtes Oligomer oder Oligomer-Gemisch 
mit ausreichender Sensitivitat nachweisen zu Icbnnen. Die erfindungsgemaiien 
AntikOrper weisen vorteilhafterweise Sensitivitaten von weniger als 10 ng/ml Probe, 
vorzugsweise von weniger als 1 ng/ml Probe und besonders bevorzugt von weniger 
5 als 100 pg/ml Probe auf. Damit 1st gemeint, dass sich zumindest die jeweiis 

angegebene Konzentratlon an Oligomer pro ml Probe mit den erfindungsgemaiien 
Antikfirpem nachweisen lasst. vorteilhafterweise auch geringere Konzentrationen, 

Die Bestimmung erfolgt immunologisch. Prinzlpiell kann dies mit jedem analytlschen 
10 bzw. diagnostlschen Testverfahren erfolgen, bei dem AntikSrper eingesetzt werden. 
Hierzu gehSren Agglutinations- und Prazipitatlons-Techniken, Immunoassays, 
Immunhistochemlsche Verfahren und Immunoblot-Techniken, z.B. Western-Blotting 
Oder Dot Blot-Verfahren. Auch in vivo-Verfahren gehOren dazu, belsplelsweise 
bildgebende Verfahren. 

15 

Von Vorteil ist der Einsatz in immunoassays. Geeignet sind sowohi kompetitive 
Immunoassays, d.h. Antigen und markiertes Antigen (Tracer) konkurrieren um die 
Antikorperbindung, ais auch Sandwich-lmmunoassays, d.h. die Bindung spezifischer 
AntikSrper an das Antigen wird mit einem zweiten, meist markierten Antikorper 

20 nachgewiesen. DIese Assays k5nnen sowohi homogen, d.h. ohne eine Trennung in 
feste und flQssige Phase, ais auch heterogen sein, d.h. gebundene IVIarkierungen 
werden von ungebundenen getrennt. beispielsweise Qber festphasengebundene 
AntikOrper. Die verschiedenen heterogenen und homogenen Immunoassay-Formate 
konnen je nach IVIarkierung und MefJmethode bestimmten Klassen zugeordnet 

25 werden, beispielsweise RIAs (Radioimmunoassays), ELISA (Enzyme linked 
immunosorbent assay), FIA (Fluoreszenz-lmmunoassay), LIA (Lumineszenz- 
Immunoassay), TRFIA (zeitlich aufgelSster FIA), IMAC (Immunaktivierung), EMIT 
(Enzyme multiplied immune test), TIA (Turbodimetrischer Immunoassay), i-PGR 
(Immuno-PCR). 

30 

Zur erfindungsgemSKen Oligomer-Bestimmung sind kompetitive Immunoassays 
bevorzugt. Dabei konkurriert markiertes Oligomer (Tracer) mit dem zu 
quantifizlerenden Oligomer der Probe um die Bindung an den verwendeten 
Antlk6rper. Aus der Menge des verdrangten Tracers lasst sich mit Hilfe einer 
35 Standardkurve die Antigenmenge, sprich die Oiigomermenge, in der Probe 
bestlmmen. . 

Von den fur diese Zwecke zur VerfQgung stehenden l\/larkierungen haben sich 
Enzyme ais vorteilhaft erwiesen. Beispielsweise k5nnen Systeme auf Basis von 
40 Peroxidasen, insbesondere der IVIeerrettich-Peroxidase, der alkaiischen 
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Phosphatase und der B-D-Galactosidase verwendet werden. FQr diese Enzyme 
stehen spezifische Substrate zur VerfQgung, deren Umsetzung sich z.B. 
photometrisch verfolgen lasst. Geeignete Substratsysteme basieren auf p- 
Nitrophenylphosphat (p-NPP), 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat/Nitroblau- 
5 Tetrazolium (BCIP/NPT), Fast-Red/Naphthol-AS-TS-Phosphat fQr die alkalische 
Phosphatase; 2,2-Azino-bis-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure) (ABTS), o- 
Phenylendiamin (OPT). 3.3\5,5*-Tetramethylbenzidin (TMB). o-Dlanlsidin, 5- 
Aminosalicyls3ure, 3-Dimethylaminobenzoesaure (DMAB) und 3-Methyl-2- 
benzothiazollnhydrazon (MBTH) fQr Peroxidasen; o-Nltrophenyl-B-D-galactosid (o- 
10 NPG), p-NitrophenyWi-D-Galactosid und 4-MethyIumbelliphenyKi-D-galactosid 
(MUG) fQr die H-D-Galactosidase. Diese Substratsysteme sind In vielen FSiien in 
gebrauchsfertiger Fonm Icommerzieli erhSltlich, beispieisweise in Forni von Tabletten, 
die auch weitere Reagenzlen, wie zwecl<ma(lige Puffer und ahniiches enthalten 
l<5nnen, 

15 

Als Tracer werden marl<ierte Oligomere verwendet. In diesem Sinne l^ann man zur 
Bestimmung eines bestimmten Oligomers das zu bestimmende Oligomer markieren 
und als Tracer einsetzen. 

20 Die Kopplung von Markierungen an Oligomere zur Herstellung von Tracern kann in 
an sich bekannter Weise erfoigen. Auf obige AusfQhrungen zur Derivatisiemng 
erflndungsgemaller Oligomere wird sinngemaU Bezug genommen, Daruber hinaus 
stehen eine Reihe zur Konjugation an Proteine zweckmaftig modifizierte 
IVIarklerungen zur VerfQgung, beispieisweise Biotin-, Avidin-, Extravldin- oder 

25 Streptavidin-konjugierte Enzyme, IVIaleimid-aktlvierte Enzyme und ahnliches. Diese 
Markiemngen konnen direkt mit dem Oligomer oder - falls erforderlich - mit 
entsprechend derivatisiertem Oligomer zum Tracer umgesetzt werden. Wird 
beispieisweise ein StreptavidinrPeroxIdase-Konjugat verwendet, so erfordert dies 
zunachst eine Biotinyiierung des Oligomers. Entsprechendes gilt fur die umgekehrte 

30 Anordnung. Auch zu diesem Zweck sind dem Fachmann geeignete Verfahren 
bekannt. 

Wird ein heterogenes Immunoassay-Fomiat gewahit, so kann der Antigen- 
Antikdrper-Komplex zwecks Trennung beispieisweise Qber einen an den Tr3ger 
35 gekoppelten anti-idiotypischen Antikdrper, z.B. einen gegen Kaninchen-IgG 
gerichteten Antikorper, an den Trager gebunden werden. TrSger, insbesondere 
Mikrotiterplatteri, die mit entsprechenden Antikftrpern beschichtet sind, sind bekannt 
und teilweise kommerziell erh3itlich. 
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Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung sind Immunoassay-Sets mit 
wenigstens einem vorstehend beschriebenen Antikorper und weiteren Komponenten. 
Es handelt sich hierbei um eine Zusammenstellung, in der Regel als 
Verpackungseinheit, von Mitteln zur DurchfQhmng einer erfindungsgemalien 
5 Oligomer-Bestimnnung. Zwecks mdglichst einfacher Handhabung werden diese Mittel 
vorzugsweise im wesentlichen gebrauchsfertig bereitgestellt. Eine vorteilhafte 
Anordnung bietet den Immunoassay in Kit-Form an. Ein Kit umfasst in der Regel 
mehrere Behaitnisse zur getrennten Anordnung von Komponenten. Alle 
Komponenten konnen In gebrauchsfertiger VerdQnnung, als Konzentrat zum 

10 VerdQnnen Oder als Trockensubstanz oder Lyophilisat zum Ldsen Oder 

Suspendleren bereitgestellt werden; einzelne oder sSmtliche Komponenten kdnnen 
eingefroren sein oder bei Umgebungstemperatur bis zum Gebrauch aufbewalirt 
werden. Seren sind vorzugsweise scliockgefroren, belsplelsweise bei -20X, so dass 
in diesen Fdllen ein Immunoassay vor Gebrauch vorzugsweise bei 

15 Gefriertemperaturen zu halten ist. 

Weitere. dem Immunoassay beigefQgte Komponenten richten sich nach Art des 
Immunoassays. In der Regel sind zusammen mit dem Antiserum Standardprotein, 
gegebenenfalls erforderiicher Tracer und Kontrollserum beigefOgt. Ferner konnen 
20 Mikrotiterplatten, vorzugsweise mit Antikorper beschichtet, Puffer, beispielsweise 
zum Testen, zum Waschen oder zur Umsetzung des Substrats, und das 
Enzymsubstrat selbst beigefOgt sein. 

Allgemeine Prinzipien von Immunoassays und die Erzeugung und Verwendung von 
25 Antikorpem als Hilfsmittel in Labor und Klinik finden sich beispielsweise in 

Antibodies, A Laboratory Manual (Harlow, E., and Lane, D., Ed., Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1988). 

Des weiteren sind auch Substanzen, welche die Aggregation der 
30 erflndungsgemSflen Oligomere inhibieren oder deren Disaggregation beschleunigen, 
von Interesse. Derartlge Substanzen stellen insbesondere mOgliche Therapeutika fOr 
die Behandlung obiger Amyloid-ll-assoziierter Erkrankungen dar, wie z. B. der 
Alzheimer Erkrankung. 

35 Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist daher auch ein Verfahren zur 
Charakterisierung einer Substanz oder eines Substanzgemisches, wobei man 
i) die Substanz oder das Substanzgemisch in geeigneter Weise zur Verfugung 
stent; 
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ii) die Substanz oder das Substanzgemisch auf wenigstens ein 
erfindungsgemafies Oligomer, Derivat davon oder eine Zusammensetzung 
einwirlcen iasst; und 

iii) bestimmt, ob die Substanz oder bestlmmte Telle des Substanzgemisches an 
5 das Oligomer, Derivat davon oder wenigstens ein In der Zusammensetzung 

enthaltenes Oligomer oder Derivat davon binden. 

Dieses Verfahren kann auch an Gemischen blologischen Ursprungs, z.B. 
Zellprdparation und -extrakten durchgefOhrt werden, um natOriiche BIndungspartner 
10 mit Affinitat fQr die erfindungsgem&lien Ollgomere, z.B. Zelloberfiachenantigene, 
insbesondere Rezeptoren, und Idsliche Liganden, beispielsweise bestlmmte Proteine 
und Mediatoren, zu identiflzieren. 

Zusatzlich zur bloKen BIndung der Substanzen kdnnen auch weltere 
15 Wechselwlri<ungen mIt und EInflusse auf die erfindungsgemafien Oligomere 
Gegenstand des Verfahrens sein. So kann man insbesondere bestimmen, ob 
die Substanz die Aggregation von Amyloid-(i-Protein zu den 
erfindungsgemaBen Oligomeren zu modulieren, insbesondere zu inhibieren 
vermag; 

20 - die Substanz die Disaggregation der erfindungsgemSlien Oligomere zu 
modulieren, insbesondere zu fordem vemiag; 

die erfindungsgemafien Oligomere funktionale Veranderungen an einem 
BIndungspartner herrufen, beispielsweise an einem Rezeptor eine 
agonistische, partiell agonistische, antagonistische oder invers agonistische 
25 Wirkung besitzen. 

Bei dlesen Verfahren handelt es sich In der Regel um In vffro-Screening-Verfahren, 
mit denen man aus einer Vielzahl verschledener Substanzen diejenigen auslesen 
kann, die im Hinblick auf eine kOnftige Anwendung am aussichtsreichsten zu sein 

30 scheinen. Beispielsweise kdnnen mittels komblnatorischer Chemie umfangrelche 
Stoffbanken angelegt werden, die Myriaden potentieller WIrkstoffe umfassen. Das 
Durchmustem komblnatorischer Substanzblbliotheken nach Stoffen mIt gewQnschter 
Aktlvitat ist automatislerbar. Screening-Roboter dienen der effizlenten Auswertung 
der vorzugsweise auf Mikrotiterplatten angeordneten Einzelassays. So betrifft die 

35 voriiegende Erfindung auch Screening-Verfahren, d.h. sowohl Primar- als auch 
Sekundarscreening-Verfahren, bei denen vorzugsweise wenigstens eines der 
nachfolgend beschriebenen Verfahren zur Anwendung kommt. Kommen mehrere 
Verfahren zur Anwendung, so kann das zeitlich versetzt oder gleichzeitig an ein und 
derselben Probe oder an verschiedenen Proben einer zu untersuchenden Substanz 

40 geschehen. 
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Eine besonders effektive Technologie zur DurchfQhrung derartiger Verfahren ist der 
im Bereich des Wirkstoffscreenings bekannte Scintillation Proximity Assay, kurz SPA 
genannt. Kits und Komponenten zur DurchfOhrung dieses Assays kbnnen 
5 kommerziell bezogen werden, beispielweise bei Amersham Pharmacia Biotecli. Im 
Prinzip werden solubillslerte oder membrangebundene Rezeptoren auf 
Scintillationssubstanz enthaltenden, kleinen Fluoromikrosphdren immobillsert. Bindet 
belspielswelse ein Radioligand an die Immobilisierten Rezeptoren. so wird die 
Scintillationssubstanz zur Lichtemission angeregt, da die rdumliche Nahe zwischen 
10 Scintillationssubstanz und Radioligand gegeben Ist. 

Eine weitere besonders effektive Teclinolbgle zur DurchfQIirung derartiger Verfahren 
ist die im Bereich des Wirkstoffscreenings bekannte FlashPlateR-Technologle. Kits 
und Komponenten zur DurchfQhrung dieses Assays kdnnen kommerziell bezogen 
15 werden. beispielweise bei NENR Life Science Products. Dieses Prinzip basiert 
ebenfalls auf Mlkrotiterplatten (SSer oder 384er), die mit Scintillationssubstanz 
beschichtet sind. 

Die nach diesem Verfahren als ein an das Oligomer, Derivat davon oder wenigstens 
20 ein in einer entsprechenden Zusammensetzung enthaltendes Oligomer oder Derivat 
davon bindender Ligand identifizierbaren Substanzen oder Telle aus 
Substanzgemischen sind genauso Gegenstand der vorliegenden Erfindung wie 
deren Verwendung zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung Amyloid-B- 
assoziierter, insbesondere dementieller Erkrankungen bzw. zur Herstellung einer 
25 Zusammensetzung zur Diagnose Amyloid-(i-assoziierter, insbesondere dementieller 
Erkrankungen. 

Die folgenden Beispiele soilen die Erfindung veranschaulichen, ohne sle in ihrem 
Umfang einzuschrdnken. 

30 

In den Zeichnungen zelgt 

Figur 1 eine SDS-PAGE einer AP(1-42)-Oligomeren A-Praparation (Bahn A); 



40 



35 



Figur 2 



Ap(1-42)-Oligomeren B-Praparation (Bahn B); von Standardproteinen 
(molekularen Markerproteinen, Bahn C); 

eine SDS-PAGE einer AP(1-42)-Oligomeren A-Praparation (Bahn A); 
A|3(1-42)-Oligomeren A-CL-PrSparation (Bahn A'); A|3(1-42)- 
Oligomeren B-Praparation (Bahn B); Ap(1-42)-Oligomeren B-CL- 
PrSparation (Bahn B*); von Standardproteinen (molekularen 
Markerproteinen, Bahn C); 
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Figur 3 eine SDS-PAGE einer Biotin-AP(1-42)-Oligomeren B-PrSparation 

(Bahn A); von Standardproteinen (molekularen Markerproteinen, Bahn 
B); 

Figur 4 eine SDS-PAGE einer Fluorescein-Ap(1-42)-Oiigomeren B- 
5 Praparation (Bahn A); von Standardproteinen (molel<ularen 

Markerproteinen, Bahn B); 
Figur 5 eine Gelpenneationschromatographie von Ap(1 -42)-Lyophiiisat 

enthaltender LGsung im Vergleich zu Ap(1-42)-Oligomere B 

enthaitender Preparation; 
1 0 Figur 6 eine NATIVE-PAGE einer Ap(1 -42)-Oiigomeren B-Praparation (Bahn 

A); von Standardproteinen (molekuiaren Markerproteinen, Bahn B); 
Figur 7 die Bindung von (A)' monomerem AP(1 -42)-Protein und (B) den AP(1 - 

42)-Oligomeren A sowie (C) Ap(1-42)-Oiigomeren B an die Oberfiache 

der humanen Neuroblastom-Zeii-Linie iMR-32; 
IS Figur 8 die neurotoxische Wirkung in % nach Behandlung von corticalen 

Neuronen der Maus mit AP(1-42)-Oligomeren B, wobei der 

Fehlerbalken dem 95% Konfidenzintervali entspricht; 
Figur 9 eine SDS-PAGE einer Ap(1-42)-Praparation, die mit Trypsin (Bahn 2), 

Chymotrypsin (Bahn 3), Thermolysin (Bahn 4), Eiastase (Bahn 5), 
20 Papain (Bahn 6) behandelt oder unbehandelt (Bahn 7) war; sowie von 

Standardproteinen (molekularen Markerproteinen, Bahn 1 ); 
Figur 10 Dot Blots zur Reaktivitat von 100 pmol (Zeile A); 1 0 pmol (Zeile B); 

Ipmol (Zeile C); 0.1 pmol (Zeile D) bzw. 0,01 pmol (Zeile E) Ap(1- 

42)-Oligomeren B-PrSparation aus Beispiel 6b (Spalte 1); HFIP- 
25 behandeltem Ap(1-42)-Monomer aus Beispiel 1a (Spalte 2); mit 

Thermolysin gespaltener Ap(1-42)-Oligomeren B-Praparation aus 

Beispiel 15a (Spalte 3); mit Glutaraldehyd vernetzter Ap(1-42)- 

Oligomeren B-Praparation aus Beispiel 14a (Spalte 4); gemafi M.P. 

Lambert et al., J. Neurochem. 79, 595-605 (2001)) bei 4 °C oder 
30 Raumtemperatur oder 37 "C hergesteliter ADDL (Spalte 5, 6 bzw. 7); 

in 0,1 % NH4OH geiestem Ap(1-42) (Spalte 8); einer Ap(1-42)- 

Fibrillen-Praparation aus Beispiel 27 (Spalte 9); und in PBS 

verdDnntem APP der Fa. Sigma (Spalte 10) mit a) dem monoklonalen 

AntikOrper 6E10; b) dem polyklonalen Antiserum (d1) aus Beispiel 
35 25d; c) dem polyklonalen Antiserum (c1) aus Beispiel 25c; d) dem 

polyklonalen Antiserum (a1) aus Beispiel 25a; und e) dem 

polyklonalen Antiserum (a2) aus Beispiel 25a; 
Figur 1 1 eine SDS-PAGE einer Ap(20-42)-Oligomeren B-Praparation aus 

Beispiel 15a (Bahn B); Ap(12-42)-Oligomeren B-Praparation aus 
40 Beispiel 15b (Bahn C), Ap(1-42)-Oligomeren B-PrSparation aus 



wo 2004/067561 PCT/EP2004/000927 

54 

Beispiel 6b (Bahn A); sowie von Standardproteinen (molekularen 

Markerproteinen, Bahn D); 
Figur 12 eine Gelpermeationschromatografie der Ap(1-42)-OIigomeren B- 

Praparation aus Beispiel 6b im Vergleich zur A|3(1-42)-Ollgomeren B- 
5 CL-Praparation aus Beispiel 14a. 

Figur 13 eine schematische Darstellung des monomeren AP(1-42)-Proteins 

(links); des Ap(1-42)-Oligomeren (12-mer, A); und derdurch 

proteolytische Spaltung erhSltlichen AP(12-42)-Oligomeren (12-nner, 

C) und AP(20-42)-Oligomeren (12-mer, B); 
10 Figur 14 das excitatorische postsynaptlsche Potential (fEPSP) in Abhangigkeit 

von der Zeit unter EInwIrkung von Ap(1-42)-Ollgomeren B auf 

HIppocampusschnitte; 
Figur 16 eine Immunfluoreszenzaufnahme, welche die Bindung von AP(1-42)- 

Ollgomeren B an hippocampale Rattenneuronen (a) im Vergleich zur 
15 unspezifisch gebundenen Fluoreszenz (b) zelgt. 



20 

Sofern nicht anders angegeben, sind Konzentrationen erfindungsgemafier Oiigomere 
in IVIoi monomeren Ap(1-42)-Polypeptids ausgedruckt. Der Begriff p-AmyIoid(1-42)- 
Protein entspricht dem Begrif Amyloid-p(1-42)-Protein. Sofern nicht anders 
angegeben, sind die verwendeten Proteine (Polypeptide) humanen Ursprungs, 

25 

Beispiel 1 



a) Herstellung einer Stammsuspension von humanem Ap(1 -42) 



30 2 mg humanes fS-AmyIoid(1-42)-Protein (kurz: AP(1-42); peptidsynthetisches 
Material. Lyophilisat, Fa. Bachem, Deutschland) werden in 800 |il 1.1,1,3,3,3- 
Hexafluor-2-propanol ge!6st und 30 min be! 37°C in einem Eppendorfgefaii inkubiert. 
Danach wird Im Vakuumkonzentrator (Speed Vac) zur Trockne eingedampft. Der 
ROckstand wird mit 88 iiil DMSO aufgenommen, wobei eine 5 mM Ap(1-42)- 

35 Stammsuspension entsteht. Diese kann bei -20^C aufbewahrt werden. 

b) Herstellung einer Stammsuspension von Ratten-Ap(1-42) 



2 mg Ratten-li-Amyloid(1-42)-Protein (kurz: Ratten-Ap(1-42); peptidsynthetisches 
40 Material, Lyophilisat, Fa. Bachem, Deutschland) werden In 800 ^il 1,1,1,3.3,3- 
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Hexafluor-2-propanol gelSst und 30 min bei 37°C in einem Eppendorfgefali inkubiert. 
Danach wird im Vakuumkonzentrator (Speed Vac) zurTrockne eingedampft. Der 
RQckstand wird mit 88 fil DIVISO aufgenommen, wobei eine 5 mlVI Ratten-Ap(1-42)- 
Stammsuspension entsteht. DIese kann bei -20°C aufbewaiirt warden. 

5 

Beispiel 2 

a) Herstellung von Ap(1-42)-Oligomeren mit Molekulargewlchten von 15 kDa 
and 20 kDa [Ap(1-42)-Ollgomere A]; Venwendung von SDS 

10 

60 ^1 der Stamml3sung aus Beispiel 1a werden mit 690 ^1 PBS-Puffer (20 mi\^ 
Natriumphospliat, 140 mi\^ NaCI, pH 7,4) versetzt und mit 75 2%lger 
Natriumdodecylsuifat (SDS)-L&sung auf einen Getialt von 0.2 % SDS eingestelit. 
Danach wird 5 Stunden bei 37°C inkubiert und 10 min bei 10.000 g zentrifugiert. 
15 Diese AP(1-42)-Oligomer A-PrSparation (ca. 400 [iM AP(1-42)) kann bei -20°C 
aufbewahrt werden. 

b) Hersteiiung von Ratten-Ap(1 -42>-Oligomeren mit Molekulargewlchten von 1 5 
kDa and 20 kDa [Ratten-Ap(1-42)-Oligomere A]; Venivendung von SDS 

20 

60 (il der Stammidsung aus Beispiel lb werden mit 690 ^il PBS-Puffer (20 mM 
Natrlumphosphat, 140 mM NaCI, pH 7,4) versetzt und mit 75 ^l 2%iger 
Natriumdodecylsuifat (SDS)-L5sung auf einen Gehalt von 0,2 % SDS eingestelit. 
Danach wird 5 Stunden bei 37''C inkubiert und 10 min bei 10.000 g zentrifugiert. 
25 Diese Ratten-Ap(1-42)-Oligomer A-Praparation (ca. 400 piVI Ratten-Ap(1-42)) kann 
bei -20°C aufbewahrt werden. 

c) Herstellung von AP(1-42)-Oligomeren mit Molekulargewlchten von 15 kDa 
und 20 kDa [AP(1-42)-Oligomere A]; Venwendung von Laurylsaure 

30 

60 \i\ der StammlQsung aus Beispiel la werden mit 690 ^il PBS-Puffer (20, mM 
Natriumphosphat, 140 mM NaCI, pH 7,4) versetzt und mit 75 ^1 5%iger LauryisSure- 
LSsung auf einen Gehalt von 0,5 % LauryisSure eingestelit. Danach wird 5 Stunden 
bei 37°C inkubiert und 10 min bei 10.000 g zentrifugiert. Diese AP(1-42)-Oligomer A- 
35 Preparation (ca. 400 pMAP( 1-42)) kann bei -20°C aufbewahrt werden. 



d) Herstellung von Ap(1-42)-Ollgomeren mit Molekulargewlchten von 15 kDa 
and 20 kDa [Ap(1-42)-Ollgomere A]; Venwendung von OisSure 
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60 der StammlSsung aus Beispiel 1a werden mit 690 ^l PBS-Puffer (20 mM 
Natriumphosphat, 140 mM NaCI, pH 7,4) versetzt und mit 75 ^1 5%iger OlsSure- 
LOsung auf einen Gehalt von 0,5 % OlsSure eingestellt. Danach wird 5 Stunden bei 
5 37°C inkubiert und 10 min bei 10.000 g zentrifuglert. DIese Ap(1-42)-Oligomer A- 
PrSparation (ca. 400 pM Ap(1-42)) kann bei -20°C aufbewahrt werden. 

e) Herstellung aon Ap(1 -42)-Oligomeren mit IVIolel<ulargewicliten von 1 5l<Da und 
20 l<Da [Ap(1-42)-Oiigomere A]; Verwendung von Lauroylsarcosin 

60 ^1 der StammlOsung aus Beispiel 1a werden mit 690 ^1 PBS-Puffer (20 mM 
Natriumpliospliat, 140 mM NaCI, pH 7,4) versetzt und mit 75 ^1 5%iger - 
Lauroylsarcosin-L6sung auf einen Gefialt von 0,5 % Lauroylsarcosin eingestellt. 
Danach wird 5 Stunden bei 37 °C inkubiert und 10 min bei 10.000 g zentrifuglert. 
DIese Ap(1-42)-Oligomer A-PrSparation (ca. 400 jjM Ap(1-42)) kann bei -20 °C 
aufbewahrt werden. 

Beispiel 3 

a) Alternatives Hersteliverfahren zur Herstellung von Ap(1-42)-Oligomeren mit 
Molekulargewtchten von 15 kDa and 20 kDa [Ap(1-42)-Oligomere A] 

1 mg humanes [i-Amylold(1-42)-Protein (kurz: Ap(1-42); peptidsynthetisches 
Material, Lyophlllsat, Fa. Bachem, Deutschland) werden in 220 nl10 mM wassriger 
HCI-L6sung aufgenommen und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Unldsllche 
Bestandteile werden bei 10.000 g, 5 min abzentrlfuglert. Der Oberstand (1 mM Ap(1- 
42)) enthait das AP(1-42)-Protein und wird wie folgt weiterverarbeitet: 

1 ill des Oberstandes werden mit 9 ^1 PBS-Puffer und 1 ^1 2%iger SDS-Lasung 
versetzt und 16 h bei 37°C inkubiert. Die so erhaltene hAp(1-42)-Oligomer A- 
Praparation (1 00 pM) kann bei -20°C aufbewahrt werden. 

b) Alternatives Hersteliverfahren zur Herstellung von Ratten-Ap(1-42)- 
Oligomeren mit Molekulargewichten von 15 kDa and 20 kDa [Ratten-Ap(1-42)- 
Ollgomere A] 

1 mg Ratten-ft-Amyloid(1-42)-Protein (kurz: Ratten-Ap(1-42); peptidsynthetisches 
Material, Lyophilisat, Fa. Bachem, Deutschland) werden in 220 ^l 10 mM wSssriger 
HCI-L5sung aufgenommen und 10 min bei Raumtemperatur Inkubiert. UnlSsliche 
Bestandteile werden bei 10.000 g, 5 min abzentrlfuglert. Der Oberstand (1 mM 



wo 2004/067561 PCT/EP2004/000927 

57 

Ratten-AP(1-42)) enthalt das Ratten-Amyioid p(1-42)-Protein und wird wie folgt 
weiterverarbeitet: 

1 ^il des Oberstandes werden mit 9 \i\ PBS-Puffer und 1 )il 2%iger SDS-L6sung 
5 versetzt und 16 h bei 37°C inkubiert. Die so erhaltene Ratten-A3(1-42)-Oligomer A- 
Praparatlon (100 |jM) kann bei -20°C aufbewalirt werden. 

Beispiel 4 

10 a) Alternatives Herstellverfafiren zur Herstellung von Ap(1-42)-Ollgomeren mit 
Molekuiargewicliten von 15 kOa und 20 kDa [AP(1-42)-Oiigomere A] 

1 mg humanes B-AmyloId(1-42)-Protein (kurz: AP(1-42); peptidsynthetisches 
Material. Lyophilisat. Fa. Sachem, Deutschland) werden in 44 |jl 1% SDS/H2O geidst 
IS {5mM Ap(1-42)). 5 pi der Ldsung werden mit 40 pi PBS und 5 pi 2% SDS versetzt 
und 16 h be! 37°C inkubiert. Unl5sliche Bestandteile werden 5 min bei 10.000 g 
abzentrifuglert. Die so erhaltene Ap(1-42)-Oligomer A-PrSparatlon (500 pM AP(1-42)) 
kann bei '-20''C aufbewahrt werden. 

20 b) Alternatives Herstellverfahren zur Herstellung von Ratten-Ap(1-42)- 
Oligomeren mit Molekulargewichten von 15 kDa und 20 kDa [Ratten-Ap(1-42)- 
Oligomere A] 

1 mg Ratten-li-Amyloid(1-42)-Protein (kurz: Ratten-Ap(1-42); peptidsynthetisches 
25 Material, Lyophilisat, Fa. Bachem, Deutschland) werden in 44 pi 1% SDS/H2O gelost 
(5 mM Ratten-Ap(1-42)). 5 pi der Ldsung werden mit 40 pi PBS und 5 pi 2% SDS 
versetzt und 16 h be! 37°C inkubiert. Unldsliche Bestandteile werden 5 min bei 
10.000 g abzentrifuglert. Die so erhaltene Ratten-Ap(1-42)-Oligomer A-PrSparation 
(500 pM Ratten-Ap(1-42)) kann bei -20°C aufbewahrt werden. 

30 

Beispiel 5 

a) Herstellung von Ap(1-42)-Ollgomeren mit Molekulargewichten von 38 kDa 
und 48 kDa [Ap(1-42)-Ollgomere B] 

35 

Eine gemSR Beispiel 2a erhaltene AP(1-42)-Ollgomer A-L6sung wird mit 2,475 ml 
Wasser verdOnnt (0,05% SDS-Gehalt, 0,1 mM Ap(1-42)) und 20 Stunden bei 37°C 
inkubiert. Aliquots dieser AP(1-42)-0[igomer B-Praparation kOnnen bei -80°C 
eingefroren und fUr weitere Untersuchungen gelagert werden. 

40 
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b) ' Herstellung von Ratten-AP(1-42)-Oligomeren mit Molekulargewichten von 38 
kDa und 48 kDa [Ratten-Ap(1-42)-Oligomere B] 

Eine gemSli Beispiel 2b erhaltene Ratten-Ap{1-42)-Ollgomer A-L5sung wird mIt 
5 2,475 ml Wasser verdQnnt (0,05% SDS-Gehalt, 0,1 mM Ratten-Ap(1-42)) und 20 
Stunden bel 37°C inkublert. Aliquots dieser Ratten-Ap(1-42)-Oligomer B-Praparation 
kOnnen bel -80°C eingefroren und fOr weltere Untersuchungen gelagert werden. 

c) Alternative Herstellung von AP(1 -42)-Oligonneren mit Molekulargewichten von 
10 38 kDa und 48 kDa [Ap(1-42)-Oligomere B] 

Eine gemaa Beispiel 2c erhaltene Ap(1-42)-Ollgomer A-L6sung wird mit 2.475 ml 
Wasser verdQnnt (0,125% LaurylsSure-Gehalt, 0,1 mM AP(1-42)) und 20 Stunden 
bel 37°C inkublert. Aliquots dieser Ap(1-42)-Oligomer B-PrSparation kQnnen bei - 
15 80°C eingefroren und fQr weltere Untersuchungen gelagert werden. 

d) Altemative Herstellung von Ap(1 -42)-Oligomeren mit Molekulargewichten von 
38 kDa und 48 kDa [AP(1-42)-Oligomere Bl 

20 Eine gemali Beispiel 2d erhaltene Ap(1-42)-Oligomer A-L6sung wird mit 2,475 ml 
Wasser verdunnt (0,125% Olsaure-Gehalt, 0,1 mM Ap(1-42)) und 20 Stunden bei 
37°C inkubiert. Aliquots dieser Ap(1-42)-OIIgomer B-Praparation kOnnen bel-80°C 
eingefroren und fOr weitere Untersuchungen gelagert werden. 

25 e) Alternative Herstellung von Ap(1-42)-Ollgomeren B mit Molekulargewichten 
von 38 kDa und 48 kDa [Ap(1-42)-Oligomere B] 

Eine gemaii Beispiel 2e erhaltene Ap(1-42)-Ollgomer-A-Lesung wird mit 2,475 ml 
Wasser verdQnnt (0,125 % Laurylsarcosin-Gehait, 0,1 mM Ap(1-42) )und 20 Stunden 
30 bei 37 °C Inkubiert. Aliquots dieser Ap(1-42)-Oligomer B-Praparation k5nnen bel -80 
"C eingefroren und fQr weitere Untersuchungen gelagert werden. 

f) Herstellung von SDS-freien AP(1-42)-Ollgomeren B mit Molekulargewichten 
von 38 kDa und 48 kDa [Ap(1-42)-Ollgomere B] 

35 

10 pi einernach Beispiel 6b hergestellten Ap(1-42)-Ollgomeren B-Praparation 
werden mit 250 pi eines Essigsaure/Methanol/Wasser-Gemisches im Verhaitnis 4 % 
/ 33 % / 63 % versetzt und 30 min bei 0 "C auf Els Inkubiert. Nach Zentrlfugation (10 
min bel 10.000 g) wird der Dberstand abgenommen und der gefallte 
40 ProteinrQckstand in 200 pi Puffer (20 mM Na-Phosphat, 140 mM NaCI, pH 7,4) 
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aufgenommen. Die so erhaltene PrSparation enthait die geiasten AP(1-42)- 
Oligomeren B in SDS-freier Form und l<ann bei -ZO'C gelagert werden. 

Beispiel 6 

5 

a) Dialyse und Aufl^onzentration von AP(1 -42)-Oligomeren mit 
Molekulargewlchten von 38 kDa und 48 kDa [Ap(1-42}-Oligomere B] 

EIne gemdlS Beispiel 5a hergestellte AP(1-42)-Oligomer B-Praparation wltd mIt 30 mi 
10 PBS-Puffer, der 0,1 % Pluronic® F68 (Fa. BASF) enthait, versetzt und Im Centriprep 
YM, 30 KD, der Fa. Amicon auf 3 ml konzentriert. Eventuelle RQckstSnde werden 
durch Zentrifugation (5 min bei 10000 g) entfemt. Der Oberstand wird entnommen. 
Aliquots dieser Ap(1-42)-Oligomer B-PrSparation kSnnen bei -80°C eingefroren und 
fOr weitere Untersuchungen gelagert werden. 

15 

b) Herstellung eines Konzentrats von Ap(1-42)-Oiigomeren B mit 
i\^olekulargewichten von 38 kDa und 48 kDa [Ap(1-42}-Oligomere B] 

72,6 ml einer gemaii Beispiel 5a erhaltenen AP(1-42)-Oligomeren B-Pr§paration 
20 werden Ober ein 30 KD-Centriprep-R5lirchen YIVI (Amicon) auf 2 ml aufkonzentriert. 
Das Konzentrat wird 10 min bei 10.000 g abzentrifugiert. Der Oberstand wIrd 
abgenommen und 16 li bei e^C im Dialyseschlaucli gegen 1 I Puffer (5 mlVI 
Natriumpiiosphat. 35 mM Natrlumchlorid, pH 7.4) dialysiert. Das Dialysat wird 10 min 
bei 10.000 g abzentrifugiert Der Oberstand wird abgenommen und kann fOr weitere 
25 Untersuciiungen bei -80'C gelagert werden. 

Beispiel 7 

Herstellung von Biotin-AP(1-42)-Stammsuspension 

30 

0,5 mg Blotln-li-Amylold(1-42)-Protein (kurz: Biotin-Ap(1-42); peptidsynthetisches 
Material, Lyophllisat, AnaSpec) werden in 200 \i\ 1,1,1,3,3,3-Hexafluor-2-propanol 
geldst und 30 min bei 37<'C In einem EppendorfgefdH inkublert. Danach wird im 
Vakuumkonzentrator (Speed Vac) zur Trockne eingedampft Der RQckstand wird mit 
35 20,5 ^l DMSO aufgenommen, wobei eine 5 mM Blotln-Ap(1-42)-Stammsuspenslon 
entsteht. Diese kann bei -20°C aufbewahrt werden. 



Beispiel 8 
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Herstellung von Biotin-Ap(1-42)-Oligomeren mit Molekulargewichten von 17 kDa und 
22 kDa [Biotin-Ap(1-42)-Ongomere A] 

2 pi der Stammsuspension aus Belspiel 7 werden mit 23 |xl PBS-Puffer (20 mM 
5 Natriunnphosphat, 140 mM NaCI, pH 7,4) versetzt und mit 2,4 ^il 2%iger SDS-L6sung 
auf einen Gelialt von 0,2 % SDS eingestellt. Danach wird 6 Stunden bei 37°C 
inkubiert. UnlOsliciie Bestandteile werden bei 10.000 g, 5 min abzentrifugiert.Die so 
eriialtene Biotin-Ap(1-42)-Oligomer A-Praparatlon kann bei -20°C aufbewalirt 
werden. 

10 

Beispiel 9 

Herstellung von Blotin-Ap(1-42)-Oligomeren mit l\/lolekulargewichten von 42 kDa und 
52 kDa [Blotin-Ap(1-42)-Oiigomere B] 

15 

Eine gemdil Beispiel 8 erhaltene Biotin-AP(1-42)Oligomer A-Ldsung wird mit 82 pi 
Wasser verdQnnt (0,05% SDS-Gehalt, 0,1 mM AH) und 16 Stunden bei 37°C 
inkubiert. Unl5sliclie Bestandteile werden bei 10.000 g, 5 min abzentrifugiert. Die 
BiotinAP(1-42)-Oligomer B-Praparation kann bei -20°C eingefroren und fOr weitere 
20 Untersuchungen gelagert werden (Fig. 3). 

Beispiel 10 

Herstellung von FluoresGein-Ap(1-42)-Stammsuspenslon 

25 

0,5 mg Fluorescein-(i-Amyloid(1-42)-Protein (kurz: Fluorescein-AP(1-42); 
peptidsynthetiscfies IViaterial, Lyophilisat, AnaSpec) werden in 200 )xl 1,1,1,3,3,3- 
HexafIuor-2-propanol gelSst und 30 min bei 37°C in einem Eppendorfgefaii inkubiert. 
Danacli wird im Vakuumkonzentrator (Speed Vac) zur Trockne eingedampft. Der 
30 RQckstand wird mit 20,5 mI DMSO aufgenommen, wobei eine 5 mM Fluorescein- 
Ap(1-42)-Stammsuspension entsteht. Diese kann bei -20°C aufbewahrt werden. 

Beispiel 11 

35 Herstellung von Fluorescein-AP(1-42)-Oligomeren mit den Molekulargewichten 17 
kDa and 22 kDa (Fluorescein-AP(1-42)-Oligomer A] 

2 ^1 der Stammsuspension aus Beispiel 10 werden mit 23 ^1 PBS-Puffer (20 mM 
Natriumphosphat, 140 mM NaCI, pH 7,4) versetzt und mit 2,4 \ii 2%lger SDS-L5sung 
40 auf einen Gehalt von 0,2 % SDS eingestellt. Danach wird 6 Stunden bei 37°C 
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inkublert. UnlSsliche Bestandteile werden bei 10.000 g, 5 min abzentrifugiert. Die so 
erhaltene Fluorescein-Ap(1-42)Oligomer A-Praparation kann bei -20°C aufbewaiirt 
werden. 

S Belspiel 12 

Herstetlung von Fluorescein-Ap(1-42)-Oligomeren mit Molekulargewlchten von 42 
kDa and 52 kDa [Fluoresceln-Ap(1-42)-Oligomere B] 

10 EIne gem3(l Beisplel 1 1 erhaltene Fluorescein-AP(1-42)-Ollgomer A-Ldsung wird 
mit 82 Ml Wasser verdQnnt (0,05% SDS-Gehalt, 0,1 mM Ap(1-42)) und 16 Stunden 
bei 37°C inkubiert. Die Fluorescein-Ap(1-42)-Oligomer B-PrSparatlon kann bei -80°C 
eingefroren und fOr weitere Untersuchungen gelagert werden (Fig. 4). 

IS Belspiel 13 

Quervemetzung von AP(1-42)-OIigomeren A aus Beispiel 2a [Ap(1-42)-Oligomere A- 
CL] 

20 10 )al einer gemSli Beispiel 2a hergesteilten AP(1-42)-Ollgomeren A-L6sung werden 
mit 7,5 |jl PBS, 0,2 % SDS auf einen 100 |jM Ap(1-42)-Gehalt verdQnnt. Zu dieser 
L<3sung werden 1^1 10 mM friscli angesetzter Giutardialdehyd-Ldsung in Wasser 
gegeben, und es wird 3 ti bei RT gerOhrt. Zur Absdttigung des QbersciiQssigen 
Glutardlaldehyds wird die Probe mit ^ \x\ 100 mlVI Etfianolamin-Ldsung in Wasser, 

25 pH 7,4, versetzt und 1 h gerQhrt. Die so erhaltene PrSparation enthait quervernetzte 
AP(1-42)-Oligomere A und wird mit AP(1-42)-Oligomer A-CL-Praparation bezeichnet. 

Beispiel 14 

30 a) Quervemetzung von AP(1-42)-0!igomeren B aus Beispiel 5a [Ap(1-42)-Oligomere 
B-CL] 

10 \x\ eIner gemdl^ Beispiel 5a hergesteilten Ap(1-42)-Oligomeren B-Ldsung werden 
mit 1^1 10 mlVI frisch angesetzter Glutardialdehyd-Ldsung in Wasser versetzt und 3 h 
35 bei RT gerQhrt. Zur Absdttigung des QberschOsslgen Glutardlaldehyds wird die Probe 
mit 1 nl 100 mM Ethanolamln-Ldsung In Wasser, pH 7,4, versetzt und 1 h gerQhrt. 
Die so erhaltene Preparation enthdit quervernetzte Ap(1-42)-Ollgomere B und wird 
mIt Ap(1-42)-Oligomer B-CL-PrSparation bezeichnet 
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b) Alternative Vorgehensweise zur Quervernetzung von Ap(1 -42)-Oiigomeren 
[Ap{1-42)-Oligomere B-CL] 

72,6 ml einer nach Beispiel 5a hergestellten Ap(1-42)-Ollgonfieren B-L6sung werden 
5 mit 7,26 ml frisch angesetzter 1 0 mM Glutardialdehyd-Lbsung in Wasser versetzt und 
2 h bel RT gerOlirt. Zur Absattigung des QberschQssigen Glutardialdehyds wird die 
Probe mit 726 pi Puffer(20 mlVI Na-Phosphat, 140 mM NaCI, 500 mM Etiianolamin, 
pH 7,4) versetzt und 30 min bei RT gerQIirt. Der Ansatz wir Qber ein 15 ml 30 kDa- 
Centriprep-R6hrchen auf 3 ml aufl<onzentrlert. Das Konzentrat wird 10 mIn bel 

10 10.000 g abzentrifugiert. Der Oberstand wird abgenommen und 16 h bei 6 °C im 
Dialyseschlauch gegen 1 1 5 mM Na-Phospliat, 35 mM NaCI, ph 7.4 dialyslert. 
Danach wird das Dialysat 10 min bei 10.000 g abzentrifugiert und der Oberstand 
abgenommen. Der Oberstand kann fOr weitere Untersucliungen bei -80 "C gelagert 
werden. Die so erhaltene PrSparation entli3lt quervemetzte AP(1-42)-Oligomere B 

15 und wird mit Ap(1-42)-Oligomer B-CL-Praparation bezelchnet 

Beispiel 15 

a) l-lerstellung von verkQrzten AP(20-42)-Oligomeren ausgehend von AP(1-42}- 
20 Oiigomeren B durch Spaltung mit Tiiermolysin: 

1,59 ml einer nach Beispiel 6b liergestellten AP(1-42)-Oligomeren B-Pr§paration 
werden mit 38 ml Puffer (50 mM MES/NaOH, pH 7,4) und 200 pi einer 1 mg/ml 
Tiiermolysin-L6sung (Fa. Roche) in Wasser versetzt. Der Ansatz wird 20 h bei RT 

25 gerQhrt. Danach werden 80 |jI einer 100 mM EDTA-L6sung, pH 7,4, in Wasser 
zugegeben und des Weiteren mit 400 |jl einer 1%igen SDS-L5sung auf einen SDS- 
Gehalt von 0,01 % eingestelit. Der Ansatz wird Qber ein 15 mi 30 kDa-Centriprep- 
R6hrchen auf ca. 1 mi aufkonzentriert. Das Konzentrat wird mit 9 ml Puffer (50 mM 
MES/NaOH, 0,02 % SDS, pH 7,4) versetzt und wieder auf 1 ml aufkonzentriert. Das 

30 Konzentrat wird 16 h bei 6''C gegen 1 1 Puffer (5 mM Na-Phosphat, 35 mM NaCI) im 
Dialyseschlauch dialyslert. Das Dialysat wird mit einer 2%ige SDS-LOsung In Wasser 
auf einen SDS-Gehalt von 0,1 % eingestelit. Die Probe wird 10 min bei 10.000 g 
abzentrifugiert und der Oberstand abgenommen. 

35 Das so erhaltene Material wird welter anaiysiert (SDS-Poiyacryiamldgel- 
elektrophorese; vgi. Figur 11); Die massenspektrometrische Analyse des 
entstandenen verkQrzten Oligomers ergibt, dass das Oligomer sich aus verkQrztem 
Ap(20-42) zusammensetzt. 
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b) Herstellung von verkiirzten AP(1 2-42)-OIigomeren ausgehend von AP(1-42)- 
Oiigomeren B durch Spaitung mit Endoproteinase GluC: 

2 ml einer nach Beispiel 6b hergestellten AP(1-42)-Oligomere B-Praparation werclen 
5 mit 38 ml Puffer (5 mM Natriumphosphat, 35 mM Natriumchlorid, pH 7,4) und 150 pi 
einer 1 mg/ml Endoproteinase GluC (Fa. Roche) in Wasser versetzt. Der Ansatz wird 
6 h bei RT gerOhrt. Anschlieliend werden nochmals 150 pi einer 1 mg/ml 
Endoproteinase GluC (Fa. Roche) In Wasser zugesetzt. Der Ansatz wIrd weitere 16 h 
bei RT gerOhrt. Danach werden 8 pi einer 5 M DIFP-L6sung zugegeben. Der Ansatz 
10 wird Qber ein 15 ml 30 kDa-Centriprep-R5hrchen auf ca. 1 ml aufkonzentriert. Das 
Konzentrat wird mit 9 ml Puffer (5 mlVl Natriumphosphat, 35 mM Natriumchlorid, pH 
7,4) versetzt und wieder auf 1 ml aufkonzentriert. Das Konzentrat wird 16 h bei e'C 
gegen 1 1 Puffer (5 mM Na-Phosphat, 35 mM NaCI) im Dialyseschlauch dialysiert. 
Das Dialysat wird mit einer 1 %igen SDS-Lfisung in Wasser auf einen SDS-Gehalt 
von 0,1 % eingestellt. Die Probe wird 10 min bei 10.000 g abzentrlfugiert und der 
Oberstand abgenommen. 

Das so erhaltene Material wird welter analysiert (SDS-Polyacrylamidgel- 
elektrophorese; vgl. Figur 11). Die massenspektrometrische Analyse des 
entstandenen verkQrzten Oligomers erglbt, dass das Oligomer sich aus verkQrztem 
AP(12-42) zusammensetzt. 



15 



20 



Charakterisierung von Ap(1-42)-Oligomeren 

25 

Beispiel 16 

SDS-Polyacrylamldgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

30 Zur Charakterisiemng des Molekulargewichtes unter denaturlerenden Bedingungen 
werden die Oligomere A und B enthaltenden PrSparationen aus den Beisplelen 2a, 
5a, 9, 12, 13 und 14a unter denaturierenden Bedingungen nach 
Standardbedlngungen in einer 4 - 20%igen TrIs-Glycin-SDS-PAGE analysiert. 

35 Die Auswertung der SDS-PAGE (Fig. 1 ) erglbt, dass in der Oligomer A-PrSparation 
noch voriiandenes Ausgangsprotein Ap(1-42) als Bande bei etwa 4 kDa erscheint, 
wahrend bei etwa 15 kDa (schwSchere Bande) und bei etwa 20 kDa (Hauptbande) 
die Oligomere A1 bzw. A2 aus Beispiel 2a, die in der Fig. 1 mit 1 und 2 bezeichnet 
sind, zu sehen sind. 

40 
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In der Oligomer B-PrSparation 1st vergleichsweise wenig Ausgangsprotein AP(1-42) 
nachzuwelsen (relativ schwache Bande bei etwa 4 kDa). HIngegen erscheinen be! 
etwa 38 kDa und etwa 48 KDa die Oligomere B1 bzw. B2 aus Beispiel 5a, die In der 
Fig. 1 mit 3 und 4 bezeiclinet sind (siehe Pfeile). FQr die mit Biotin und Fluorescein 
5 derivatislerten Oligomere B aus den Beispielen 9 und 12 ergeben sich mit etwa 42 
kDa und etwa 52 kDa entsprechend iidhere Molekulat^eichte (Fig. 3, 4). 

Die Analyse der die Jeweiligen Quervernetzungsprodukte A-CL und B-CL 
enthaltenden Prdparationen (Beispiele 13 und 14a; Fig. 2) zeigt, dass die beiden 
10 Proben ihren Oiigomerisierungsgrad (vgl. Bahn A mit A' und Bahn B mit B') im 
wesentlichen beibehalten. Das zu den Oligomeren A und B leicht unterschiedliclie 
Laufverhalten ISsst sich durch eine leicht verdnderte SDS-Blndungskapazitdt und 
durch Modifikation der Aminogruppen des N-Terminus bzw des Lysinrestes erklSren. 

15 Die Analyse des verkQrzten AP(20-42)-Oligomeren (aus Beispiel 1 5a) zeigt, dass die 
38/48 kDa Doppeibande (Fig. 11, Bahn A) durch die proteolytlsche Abspaltung des 
N-terminalen Peptids mit Thermolysin In eine 28/38 kDa Doppeibande (Fig. 11; Bahn 
B) tiberfOhrt wird. Analog zeigt die Analyse des verkurzten Ap(12-42)-Oligomeren 
(aus Beispiel 15b), dass die 38/48 kDa Doppeibande (Fig. 11; Bahn A) durch die 

20 proteolytische Abspaltung des N-terminalen Peptids mit Endoprotease Glu>C in eine 
33/40 kDa Doppeibande (Fig. 11; Bahn C) QberfQhrt wird. 

Beispiel 17 

25 Gelpemieationschromatographie 

Um das Molekulargewichtsverhalten unter nicht denaturierenden Bedingungen nSher 
zu untersuchen, wird eine Gelpemieationschromatographie (GPC) im FPLC- 
Verfahren mit einer Superose 12 HR10/30 S3ule durchgefUhrt. Die GPC wird bei 4*'C 
30 gefahren. 

Die Saule wird mit 5 Sdulenvolumina PBS-Puffer dquilibriert (FluH 0,5 ml/min, 
Detektion UV, 214 nm) und zundchst mit Elchproteinen kalibriert. /Vnschlie&end wird 
die Ap(1-42)-Oligomer B-Prdparation aus Beispiel 5a (Fig. 5 unten) und zum 
35 Verglelch in gleicher Konzentration frisch eingewogenes und in PBS geldstes AP(1- 
42)-Lyophilisat nach 5-minQtigem Abzentrifugleren der unldslichen Bestandteile bei 
10.000 g analysiert (Fig. 5 oben). 



40 



Die Auswertung ergibt, dass die AP(1-42)-Oligomer B-Praparation eine durch einen 
Hauptpeak im Molekulargewichtsberelch um etwa 50 kDa gekennzeichnete 
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Proteinfraktlon aufwelst. WIe unter denaturierenden Bedingungen in der SDS-PAGE, 
unterscheldet sich diese Proteinfraktlon signifil<ant von dem durch einen Hauptpeal^ 
im IVIolel<ulargewichtsbereich um etwa 16 kDa gel<ennzeichneten nnonomeren Ap(1- 
42)-Proteln. 

5 

Um das l\4olel(ulargewichtsverhalten unter nicht denaturierenden Bedingungen von 
Ap(1-42)-Ollgomeren B aus Beispiel 6b sowie von AP(1-42)-Oligomeren B-CL aus 
Beispiel 14a zu untersuchen, wind eine Gelpermeatlonschromatografle (GPC) im 
FPLC-Verfahren mit einer Superose 12 HR10/30-Saule bei Raumtemperatur 
10 durchgefOhrt. Die SSuie wird mIt 5 SSulenvolumlna PBS-Puffer aqullibriert (Fluss 0,5 
ml/min, Detektion UV, 214 nm) und zunSchst mit Eichproteinen kalibriert. 
Anschlieliend wIrd Ap(1-42)-Oligomer B aus Beispiel 6b mit PBS Puffer auf 1 mg/ml 
verdOnnt sowie Ap(1-42)-Oligomer B-CL aus Beispiel 14a mit PBS-Puffer auf 1 
mg/ml verdQnnt und analysiert (Fig. 1 2). 

15 

Die Auswertung ergibt, dass die Ap(1-42)-Oligomer B-PrSparation mit verringertem 
SDS-Gehalt eine durcli einen Hauptpeak im IVIolekulargewlchtsbereicii um etwa 100 
kDa gekennzeichnete Proteinfraktlon aufweist. Vergleichend dazu weist die Ap(1- 
42)-Oligomer B-CL-Praparation mit verringertem SDS-Gehait eine durch einen 
20 Hauptpeak im iVIolekulargewichtsberelcli um etwa 60 kDa gekennzeichnete 
Proteinfraktlon auf. 

Beispiel 18 

25 Native Polyacrylamldgelelekrophorese (NATIVE-PAGE) von Ap(1 -42)- Oiigomeren B 
aus Beispiel 5a 

Zur Charakterislerung des Molekulargewichtes unter nativen Bedingungen werden 
die Oilgomere B enthaitende Pr3parationen aus Beispiel 5a unter nicht 
30 denaturierenden Bedingungen in einem 4-20% Tris-Glycin-Gel analysiert. 

Das in den PrSparationen enthaitende Detergenz wIrd durch das nicht lonlsche 
Detergenz Triton X-100 neutralislert. Hierzu werden 1 pi (4%Triton X-100) zu 10 pi 
der Preparation aus Beispiel 5a pipettiert und 5 min bel Raumtemperatur inkubiert. 
35 Danach werden 10 Ml mit gleichem Volumen an nativem Probenpuffer (4 ml IM Tris, 
pH 6,8, 8 ml Glycerin, 1 ml Bromphenolblau in 50 ml H2O) versetzt und die 
Elektrophorese (Laufpuffer:7,5 g Tris, 36 g Glycin auf 2,5 1 H2O) durchgefQhrt. 



40 



Die Auswertung der NATIVE-PAGE ergibt, dass in der Oligomer B-Praparatlon noch 
vorhandenes Ausgangspeptid Ap(1-42) als Bande bei etwa 28 kDa erscheint (Bahn 
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A, mit 1 bezeichnet), wahrend bei einem apparenten Molekulargewicht von 64-90 
kDa (Bahn A. mit 2 bezeichnet) die Hauptbanden der Preparation aus Beispiel 5a zu 
erl^ennen sind (Figur 6). 

5 Es ist von Bedeutung, dass den erfindungsgemSllen Oligomeren, insbesondere den 
Oligomeren B, auch in nativen Molekulargewichts-Analyseverfahren wie der 
Gelpenmeatlonschromatographie (siehe Beispiel 17) oder der nativen 
Gelelektrophorese (siehe Beispiel 18) Molekulargewichte zugeordnet werden 
kdnnen. 

10 

Die Oiigomere B, denen in der SDS-PAGE Molekulargewichte von etwa 38 und 48 
kDa zugeordnet werden kOnnen, werden nach dem Komplexieren des SDS in der 
nativen Gelelektrophorese als Bande im Molekulargewichtsbereich von etwa 64 - 90 
kDa bezogen auf ausgewShlte Standardproteine detektiert. Es ist nach diesem 
IS Verfahren nicht zu en/varten, dass ein exaktes l\4olekulargewicht abzulesen ist, da 
das Laufverhalten der Oiigomere durch ihre Eigenladungen neben der Gr6lle 
wesentlich bestimmt wird. Es kann allerdings aus dem Ergebnis geschlossen 
werden, dass eine definierte oiigomere Spezies vorliegt. 

20 Beispiel 19 

a) Stabilitat von Ap(1-42)-01igomeren B bei verschiedenen Proteinkonzentrationen in 
physiologischen Puffern 

25 Die nach Beispiel 6b erhaltenen Ap(1-42)-Oligomere B werden unter folgenden 
Bedingungen auf Stabilitat in PBS-Puffer getestet. 

5 mg/ml werden mit PBS in 2er VerdOnnungsschritten bis auf 0,08 mg/ml verdQnnt. 
Alle erhaltenen Ldsungen werden 24 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Im 
30 Anschluil wurde das Bandenmuster in einer SDS-PAGE im Vergleich zu einer 
eingefrorenen KontrollprSparation analyslert. Das Bandenmuster ist in alien Proben 
identisch. 

b) Stabilitat von A|3(1-42)-Oligomeren B bei verschiedenen Temperaturen und nach 
35 verschiedenen Zeiten In physiologischen Puffern 

Die nach Beispiel 6b erhaltenen Ap(1-42)-Oligomere B werden mit PBS-Puffer auf 
0,5 mg/ml verdQnnt und 24 h oder 96 h bei Raumtemperatur oder bei 37 °C inkubiert. 
Im Anschluss wurde das Bandenmuster in einer SDS-PAGE analyslert. Das 
40 Bandenmuster ist in alien Proben identisch. 
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Beispiel 20 

Proteolyse von Ap(1-42)-Oligomeren B mittels verschiedener Proteasen (Trypsin, 
5 Chymotrypsin, Thermolysin, Elastase, Papain) 

Aliquots der nach Beispiel 6b erhaitenen Ap(1-42)-Oiigomeren B-Prdparation 
warden mit Puffer (20 mM Na-Phospliat, 140 miVI NaCI, pH 7,4) auf 0,5 mg/ml 
verdQnnt und unter foigenden Bedingungen jeweils mit 1/50 der Gewiclitsmenge der 
10 in Fig. 9 angegebenen Proteaseidsungen 20 h bei 37°C und pH 7,4 inl^ubiert. 1 pg 
Aiiquots der Ansdtze werden danacli in einer SDS-PAGE analysiert (Fig. 9). 

Die SDS-PAGE zeigt, dass ausgeliend von der AP(1'42)-Oligomere B-Pr3paration 
alle Proteasen unter den gewdhiten llmitierten Proteolysebedingungen die 
IS Ooppelbande bei 38/48 l<Da auf eine kDa Doppeibande bei etwa 32/28 l<Da 
zurQckfQhren. 

Beispiel 21 

20 Stabiiitat von AP(1-42)-Oligomeren B in Rattenplasma 

4 pi der nach Beispiel 6b hergestellten AP(1-42)-Oligomeren B-PrSparation werden 
mit 76 pi Rattenplasma 0 h, 1h, 2h, 4h und 8h bei Raumtemperatur inkubiert. Die 
Inkubationen werden durch Einfrieren in Trockeneis gestoppt. 

25 

Anschlieliend werden alle Proben nach SDS-Probenpuffer-Zugabe in einer SDS- 
PAGE analyisiert. Danach erfolgt eine Auswertung der Stabiiitat Qber die Farbung der 
AP(1-42)-Ollgomeren B im Western Blot. Zur Detektion wurde der gegen Ap(1-42) 
gerichtete Antikdrper 6E10 (Fa. Signet) eingesetzt. Die Banden werden durch einen 
30 an Alkalischer Phosphatase gekoppelten anti-Maus-lgG-Antik5rper und Zugabe des 
Substrats NBT/BCIP sichtbar gemacht. Sowohl Molekulargewicht als auch Intensitat 
des beobachteten Bandennfiusters bleiben Qber die Zeit von 2h, 4h und 8 h nahezu 
unverSndert. 

35 Dieses Ergebnls I3sst darauf schlieflen, dass die AP(1-42)-Oligomere B eine hohe 
Plasmastabilitat aufweisen. Die blologische Halbwertszeit im Plasma liegt demnach 
im Bereich von etwa 8 Stunden oder linger. 

Beispiel 22 

40 
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Bindung von Biotin-Ap(1-42) Oligomeren mit Molekulargewichten von 17 kDa and 22 
kDa [Biotin-Ap(1-42)-Oligomere A] bzw. von 42 kDa and 52 kDa [Biotin-AP{1-42)- 
Oiigomere B] an die Oberfiache humaner neuronaler Zellen 



5 Die Bindung von hunnanem li-Amyloid(1-42)-Protein und den beiden Ap(1-42)- 

Oligonner A- und A|3(1-42)-Oligomer B-Prdparationen an die humane Neuroblastoma- 
Zell-Llnie IMR-32 (ATCC Number: CCL-127) wird mittels FACScan (Beckton 
Dickinson) untersucht. Eine Suspension von IMR-32 Zellen (1,5 x 10®Zellen/0,1 ml 
PBS) wird mIt Biotin-marklertem, humanem li-Amyloid(1-42)-Protein 

10 (peptldsynthetlsches Material, Lyophilisat, AnaSpec) und den die Biotin-markierte 
Ollgomere A bzw. B enthaltenden Prdparationen (Beispiel 8 bzw. 9) 20 Minuten bei 
37**C inkubiert. AnschlieBend werden die Zellen mit Puffer (PBS plus 1% BSA) 
gewaschen und mit an Streptavidin Isothiocyanate-gekoppeltem Fluorescein (Sigma) 
20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem Waschschritt mit Puffer 

IS wurde die Bindung an die OberflSche von IMR-32 Zellen durch FACScan analysiert. 
Die unterbrochene Linie zeigt die Hintergrundfluoreszenz in Abwesenheit der Biotin- 
markierten Komponenten. Die Zugabe der einzelnen Praparationen fQlirte zu einer 
starken Zunahme der Zell-assoziierten Fluoreszenz und ist durch die dicke Linie 
dargestellt. Die Bindung der Oligomeren A (Fig. 7B) und B (Fig . 7C) an die 

20 Zelloberflachen unterscheidet sich deutlich von der Bindung des monomeren (l- 
Amyloid(1-42)-Proteins (Fig. 7A). Die Daten zeigen spezifjsche Bindungsstellen fOr 
die Oligomere auf humanen Zelloberflachen. 

Beispiel 23 

25 

Nachweis von Ap(1-42)-Oligomeren B in Rattengehirnhomogenaten nach icv- 
Applikation 

10 nmol einer nach Beispiel 6b erhaltenen Ap(1-42)-Oligomeren B-Praparation 
30 werden Ratten lev als Bolus appliziert. Die Gehime werden nach 15 min bzw nach 
120 mIn praparlert. Gehime von nicht behandelten Kontrolltieren werden ebenfalls 
prapariert. Dazu werden jeweils 1 g Rattenhim mit 9 ml Aufschlusspuffer A (200 ml 5 
mM Natriumphosphat, 35 mM NaCI, 300 mM Sucrose, auf pH 7.4 eingestellt, werden 
mit 4 Tabletten des Proteaseinhlbitor-Cocktails Complete®, Fa Roche, versetzt) in 
35 einem 50 ml Falconrdhrchen versetzt und 2 min im Ultraschall (UltraTurrax) auf Eis 
aufgeschlossen. Die Losung wird 20 min stehen gelassen, kurz geschOttelt und in 8 x 
1 ml Aliquots aufgeteilt (= Homogenat). 
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Urn den Nachweis quantitativ zu fQhren, wird zunachst eine Eichreihe der Ap(1-42)- 
Oligomeren B-Praparation in PBS im Konzentrationsbereich von 1,58 ng/pl - 0,005 
ng/|jl angesetzt. 



5 Des Weiteren wIrd als Positivkontrolle ein Homogenat aus einem Kontrollgehirn einer 
nicht behandelten Ratte mitgefClhrt und in gleiciier Weise eine Eicfireilie der Ap(1- 
42)-Oligomeren B-Prdparation in diesem Geliimliomogenat angesetzt. Danach 
werden die Homogenate 1h bei 100.000 g in der Ultrazentrifuge zentrifugiert und die 
Oberstgnde fOr die nachfolgenden Anaiysen eingesetzt. 

10 

Aus dem Vergleich der an beiden Eichreilien gemessenen Werte (PBS versus 
Kontroilgehim-Homogenat-Oberstand) idsst sich zundclist der Gehalt an Ap(1-42)- 
Oligomeren B in der Posltlvltontroiie quantitativ und im Vergieicii dazu dann auch in 
der Gertiimprobe behandeiter Ratten wie folgt bestimmen. 

15 

1) Dot Biot-Nachweis 

1 |jl der Eiclireilien-Proben und der Probenextral<te aus den beiiandeiten Tieren 
werden auf Nitrocellulose-Papier getropft, und AP(1-42) wird mit dem Antil<6rper 
6E10 (anti-A|3(1-42); Fa. Signet) nachgewiesen. Gefarbt wird mit einer an anti-IVIaus- 
20 IgG gel(oppelten Aliolischen Pliospliatase und durcli Zugabe des Fdrbereagenzes 
NBT/BCiP. 



Wahrend in den Gehirnextrakten von nicht behandeiten Ratten kein AP(1-42) (0,01 
nmol/g) nachwelsbar ist, sind in den 15 min nacti Betiandlung getSten Ratten durcli 
25 Vergleich der Farbungsintensltat mit den entsprechenden Konzentrationen der 
Positivkontrolie etwa 0,4 nmol/g AP(1-42) und in den 120 min nach Behandlung 
getSteten Ratten nach der gleichen Methode noch ca. 0,2 nmol/g nachweisbar. 
Daraus ergibt sich fQr die exogen applizierten A|3(1-42)-Oligomere B eine mittlere 
bioiogische Haibwertszeit von etwa 105 min. 

30 

2) Westem Biot-Nachweis 

Alle im Dot Blot aniysierten Proben werden ebenfalls im Westem Blot anaiysiert. Der 
Western Blot vAt6 ebenfalls mit dem mMAb 6E10 (anti-AP(1-42); Fa. Signet) und des 
Weiteren mit einer an anti-i\^aus-lgG gekoppeiten Alkalischen Phosphatase und 
35 durch Zugabe des Fdrbereagenzes NBT/BCIP entwickelt. 



Anti AP(1-42)-reaktive Banden treten nur im Bereich 38/48 kDa auf, was dem 
apparenten Molekuiargewicht der Ap(1-42)-Oligomere B entspricht, d.h die oligomere 
Struktur bleibt bei in vivo Applikation auch nach 2 Stunden noch erhalten. 
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Weiterhin kdnnen die gleichen Konzentrationen in den Gehirnen der 15 min-Ratten 
(0.4 nmol/g) sowie der 120 min-Ratten (0.2 nmol/g) durch Vergleich der 
Farbeintensitaten mit entsprecliend intensiv gefarbten Banden der AP(1-42)- 
Ollgomere B in der Positivkontrolle wie beim Dot Blot-Verfahren abgeschatzt werden. 

5 

Beispiel 24 



Neurotoxische Wirkung von Ap(1-42)-Oligomeren mit IVIoiekulargewicliten von 38 
kDa und 48 kDa [Ap(1-42)-Oligomere B] auf corticale Neuronen der Maus 

10 

Die Praparation und Kultivierung von murinen corticalen Neuronen erfolgt als 
Mischkultur mit glialen Zellen In Aniehnung an die Literatur (Choi et al. (1987) J. 
Neurosci. 7, 357-368). Bel Embryonen werden am 14.-15. Entwicklungstag die 
Cortices von Hirnhaut und tieferllegenden Hirnbereichen meclianlsch befreit. Die 

15 Zeilen werden durch 5-7-minQtige Inkubatlon in einer 0,05%igen Trypsinldsung be! 
37"C sowie anschiie(5endes, mehrmaliges Pipettieren durch eine Pasteurpipette mit 
reduzierter Offnung vereinzelt. Nach Bestimmung der Zellzahl werden 430.000 
Zellen in 0,5 ml Erhaltungsmedium (IVIinimum Essential Medium mit 0,8 mM 
Glutamin, 18 mlVI Glukose, 23 mM NaHCOa und 10% Pferdeserum) pro Icrri^ auf 

20 Zellkulturmaterial ausgesat, das mit poIy-L-Ornithin und Laminin beschichtet worden 
ist. Die Anzucht und spateren Inkubationen der Zellen erfolgen be! 37 "^C. 5% CO2 in 
einem luftbefeuchteten Zellkulturbruschrank. Nach 3-5-tagiger in Kultur wird die 
Vermehrung der Glia-Zellen durch eintagige Inkubation mit (+)-5-Fluor-2 - 
Desoxyuridin/Uridin-Gemisch Qe lOpM) unterbrochen. Nach 14 Tagen in Kultur wird 

25 die toxische Wirkung von Ap(1-42)-Oligomeren B untersucht. Dazu werden die Zellen 
15 Minuten in Hirnzellpuffer (120 mM NaCI, 5,4 mM KCI, 1,8 mM CaCl2, 15 mM 
Glukose, 25 mM HEPES, pH 7,2) inkubiert. Kontrollzellen 1 werden die gleiche Zeit 
mit 300 pM L-Glutamat In Hirnzellpuffer inkubiert. Die Stammlosung der A(i- 
Oligomere wird mit semmfreien Medium (Minimum Essential Medium mit 0,8 mM 

30 Glutamin, 20 mM Glukose, 26 mM NaHCOa) auf verschiedene Endkonzentrationen 
verdQnnt und 24 h inkubiert. Die mit L-Glutamtat behandelten Kontrollzellen 1 werden 
parallel in serumfreien Medium inkubiert. Eine weitere Gruppe von Zellen 
(Kontrollzellen 2) wird nur mit Hirnzellpuffer und serumfreien Medium behandelt. 
Nach 24h werden die ZeilkulturQberstande entfernt, die verbleibenden Zellen durch 

35 20-mlnQtige Inkubatlon In destilliertem Wasser zerst&rt und die Aktlvitat des Enzyms 
Lactatdehydrogenase (LDH) In beiden LOsungen enzymatisch bestimmt. Zur 
Auswertung wird das Verhaitnis der LDH-Aktivitat der ZeilkulturQberstande zur 
Summe der LDH-Aktivitat aus Oberstand und verbliebenen Zellen bestimmt und der 
Mittelwert der vierfachen Bestimmungen gebildet. Es werden 3 Experimente 

40 durchgefOhrt, wobei jede Versuchbedingung vlerfach vorhanden ist (n=1 2). Der 
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Mittelwert bei den mit Glutamat behandelten Zelten (Kontrollzellen 1) wird mit 100% 
Neuronentod, der Mittelwert der Zellen, die weder mit L-Glutamat noch mit Afi- 
Oligomeren beliandelt worden sind (Kontrollzellen 2), mit 0% Neuronentod 
glelchgesetzt und die Werte der mit Ali-Oligomeren beliandelten Zellen 
5 entsprechend umgerechnet Der Mittelwert der Neurotoxizltdt aller Bestimmungen bei 
den jeweils verwendeten Konzentrationen zeigt eine deutliche toxlsche Wirkung der 
A(3(1-42)-Oligomeren mit Molekulargewlchten von 38 kDa und 48 kDa [Ap(1-42)- 
Oligomer B], vgl. Fig. 8. 

10 Beispiel 25 

Herstellung von Antikfirpern 

Die zur Immunisierung verwendeten Cocktails enthalten in alien Fdllen Adjuvant (Fa. 
IS Biogenes) mit im Wesentltchen folgenden Bestandteilen: 

95 % Paraffinol 
2,4 % Tween 40 
0.1 % Cholesterin 
20 0,1 % Lipopolysaccharid 

Das Adjuvans wird mit einer Losung des Antigens im Verhaitnis von 2:1 vermischt, 
bis eine stabile Emulsion erhaiten wird. Die Emulsion wird injiziert und bildet ein 
Depot, aus dem das Antigen kontinuierlich frelgesetzt wird. 

25 

a) Herstellung polyklonaler Antiseren durch Immunisierung von Kanlnchen mit 
verkQrzten Ap(20-42)'-Oiigomeren B aus Beispiel 15a. 

2 Kanlnchen werden gemass Standardprotokoil mit nicht konjugierter 
30 Ap(20-42)-Oligomer B-Pr3paration aus Beispiel 15a Immunlsiert: 

1 . Tag Erstimmunsierung und Entnahme des Preimmunsemms 
7. Tag 1. Boost 
14. Tag 2. Boost 
35 28. Tag 3. Boost und Blutung 
35. Tag Blutabnahme 



40 



Die Antiseren werden aus dem Kanincfienblut durch Abstehen bei Raumtemperatur 
und anschlieflende Zentrifugation bei Raumtemperatur erhaiten. Das so erhaltene 
Serum wird als Serum (a1) bezeichnet. 
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Es werden 2 mg Ap(20-42)-Oligomer B-Praparation aus Beispiel 15a an LPH, mit 
Glutardialdehyd unter Standardbedingungen gekoppelt und 2 weitere Kaninchen 
werden gemSss Standardprotokoll mit diesem konjugiertem Ap(20-42)-Oligomer B 
5 immunisiert: 

1, Tag Erstimmunsierung und Entnahme des Preimmunserunas 
7, Tag 1. Boost 
14. Tag 2. Boost 
10 28. Tag 3. Boost und Blutung 
35. Tag Biutabnahme 

Die Antiseren werden aus dem Kaninchenblut durch Abstehen bei Raumtemperatur 
und ansdilieliende Zentrifugation bei Raumtemperatur ertialten. Das so erhaltene 
IS Serum wird als Serum (a2) bezeichnet. 

b) Herstellung polyklonaler Antiseren durch Immunisierung von Kaninchen mit 
verkQrzten AP(12-42)-Ollgomeren B aus Beispiel 15b. 

20 2 Kaninchen werden gemali Standardprotokoll mit nicht konjugierter 
AP(12-42)-OIigomer B-PrSparation aus Beispiel 15b immunisiert: 

1 . Tag Erstimmunsierung und Entnahme des Preimmunserums 

7. Tag 1. Boost 

25 14. Tag 2. Boost 

28. Tag 3. Boost und Blutung 

35. Tag Biutabnahme 

Die Antiseren werden aus dem Kaninchenblut durch Abstehen bei Raumtemperatur 
30 und anschliedende Zentrifugation bei Raumtemperatur erhalten. Das so erhaltene 
Serum wird als Serum (b1) bezeichnet. 

Es werden 2 mg AP(12-42)-Oligomer B-Prdparatlon aus Beispiel 15b an LPH mit 
Glutardialdehyd unter Standardbedingungen gekoppelt und 2 weitere Kaninchen 
35 werden gemSss Standardprotokoll mit diesem konjugiertem AP(12-42)-Oligomer B 
immunisiert: 

1 . Tag Erstimmunsierung und Entnahme des Preimmunserums 
7. Tag 1. Boost 
40 14. Tag 2. Boost 
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28. Tag 3. Boost und Blutung 
35. Tag Blutabnahme 



10 



Die Antiseren werden aus dem Kaninchenblut durch Abstehen bei Raumtemperatur 
und anschlieliende Zentrifugation bei Raumtemperatur erhalten. Das so erhaltene 
Serum wird als Serum (b2) bezelclinet. 

c) Herstellung polyklonaler Antiseren durch Immunisierung von Kaninclien mit Ap(1- 
42)-Oligomeren B-CL aus Beispiel 14a. 

2 Kaninchen werden gemSB Standardprotokoll mit nicht i<onjugierter Ap(M2)- 
Oiigomeren B-CL-PrSparation aus Beispiel 14a immunlsiert: 

1. Tag Erstlmmunisierung und Entnahme des Preimmunserums 

15 7. Tag 1. Boost 

14. Tag 2. Boost 

28. Tag 3. Boost und Blutung 

35. Tag Blutabnahme 

20 Die Antiseren werden aus dem Kaninciienblut durch Abstehen bei Raumtemperatur 
und anschlieUende Zentrifugation be! Raumtemperatur erhalten. Das so erhaltene 
Serum wird als Serum (c1) bezeichnet. 

d) Herstellung polyklonaler Antiseren durch Immunisierung von Kaninchen mit Ap(1- 
25 42)-Ollgomeren-B-Praparation aus Beispiel 6b. 

2 Kaninchen werden gemSft Standardprotokoll mit nicht konjugierter Ap(1-42)- 
Oligomeren-B-PrSparation aus Beispiel 6b Immunlsiert. 

30 1.Tag Erstlmmunisierung und Entnahme des Preimmunserums 

7. Tag 1 . Boost 

14. Tag 2. Boost 

28. Tag 3. Boost und Blutung 

35. Tag Blutabnahme 



35 



Die Antiseren werden aus dem Kaninchenblut durch Abstehen bei Raumtemperatur 
und anschlleRende Zentrifugation bei Raumtemperatur erhalten. Das so erhaltene 
Serum wird als Serum (d1) bezeichnet. 
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Es werden 2 mg Ap(1-42)-Oligomeren-B-Praparation aus Beispiel 6b an LPH, mit 
Glutardialdehyd unter Standardbedingungen gekoppelt und 2 weitere Kaninchen 
werden gemSB Standardprotokoll mit dieser konjugierten Ap(1-42)-Oligomer B- 
Prdparation immunisiert: 

5 

1, Tag Erstimmunisierung und Entnahnfie des Preimmunsemms 
7. Tag 1 . Boost 

14. Tag 2. Boost 
28. Tag 3. Boost und Blutung 
10 35. Tag Blutabnahme 

Die Antiseren werden aus dem Kaninchenblut durch Abstehen bei Raumtemperatur 
und anschliedende Zentrifugation bei Raumtemperatur eriialten. Das so erhaltene 
Serum wird als Serum (d2) bezeiclinet. 



15 



Beispiel 26 



Charakterisierung poiykionaier Antiseren aus den Immunisierungen von Beispiel 25 
auf ihre Kreuzreaktion mit verschiedenen Ap(1-42)-Formen. 

20 

Zur Charakterisierung der polyklonalen Antiseren wurden zu den versclnledenen 
Ap(1-42)-Formen VerdQnnungsreihen Im Berelch von 100 pmol/pl-0,01 pmol/|jl in 
PBS liergestellt. Jewells 1 pi der Proben wurden auf auf eine Nitrocellulose-IVIembran 
aufgetragen: der Nachweis erfolgte mit den entsprechenden Kaninchenseren aus 
25 Beispiel 25. Als Vergieicii wurde ein Nachweis mit dem mMAb 6E1 0 (Fa. Signet) 
durchgefQhrt. Gefarbt wurde mit einer an anti-Kaninchen-igG gekoppelten 
alkalischen Phosphatase (fOr den Vergieich: eine an anti-Maus-igG gekoppelte 
Alkalische Phosphatase) und Zugabe des FSrbereagenzes NBT/BCIP. Figur 10 zeigt 
die so erhaltenen Dot Blots, die sich zahlenmalSig wie folgt auswerten lassen: 



Antigen 


6E10 


Serum (a1) 


Serum (a2) 


Serum (d1) 


Serum (c1) 


Oligomer 


0.1 


0.5 


10 


0.1 


0.5 


IVIonomer 


0.1 


10 


100 


0.1 


1 


Fibril 


1 


100 


>100 


0.5 


1 


APP 


0.01 


>1 


1 


0.1 


0.1 


Ap(1-40)* 


0.1 


100 


n.b. 


0.5 


10 



* nicht in Fig. 10 gezelgt 
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In der Tabelle geben die Zahlen die minimal sichtbare Menge Antigen in [pmol; aulier 
fOr APP jeweils auf Monomer bezogen] an (Nachwelsgrenze). 

Der Vergleich der immunologischen Reaktionen mit Kaninchenserum (a1), welclies 
5 durch Immunisierung mit nicht l<onjugiertem Ap(20-42)-Oligomer aus Beispiel 15a 
erhalten wurde, zeigt deutlich, dass die Antikdrpen die gegen diese Oligomere 
gerichtet sind, nur schwach mit den anderen Formen, wie Fibriilen, APP, und 
Monomer, kreuzreagieren. Dagegen ist eine deutlicli stdrkere Kreuzreaktion mit dem 
A|3(1-42)-Oligomeren B (siehe Reihe 1) und auderdem eine Kreuzreaktion mit dem 
10 stabilisierten CL-Antigen erkennbar. Diese Daten weisen auf eine deutlich 
unterschiedliche Struktur der hier vorliegenden Oligomerenfomn im Vergleich zu 
APP, Monomer, sowie der Fibrillenstruktur hin. Die AntikSrper binden an oligomer- 
spezifische Strukturen. 

IS Die immunologischen Reaktionen mit Kaninchenserum (a2), welches durch 
Immunisierung mit konjugiertem Ap(20-42)-Oligomer aus Beispiel 15a erhalten 
wurde, zeigt ebenfalls, dass die Antikorper, die gegen diese Oligomere gerichtet 
sind, nur schwach mit den anderen Formen, wie Fibriilen und Monomer 
kreuzreagieren. Dagegen ist eine schwache Kreuzreaktion mit dem Ap(1-42)- 

20 Oiigomeren B (siehe Reihe 1) und aufJerdem eine Kreuzreaktion mit dem 

stabilisierten CL-Antigen sowie mit APP erkennbar. Diese Daten weisen auf eine 
ebenfalls deutlich unterschiedliche Struktur der hier vorliegenden Oligomerenfonn im 
Vergleich zu Monomer sowie der Fibrillenstruktur hin. 

25 Im Vergleich dazu zeigen die immunologischen Reaktionen mit Kaninchenserum 
(d1), welches durch Immunisiemng mit AP(1-42)-Oligomer aus Beispiel 6b erhalten 
wurde, sowie Kaninchenserum (c1), welches durch Immunisierung mit A|3(1-42)- 
Oligomer B-CL aus Beispiel 14a erhalten wurde, dass die Antikdrper, die gegen 
diese Oligomere gerichtet sind, mit den anderen Formen, wie Fibriilen, APP, und 

30 Monomer, vergleichbar stark wie mit den AP(1-42)-Oligomeren B (siehe Reihe 1} 
kreuzreagieren. Diese AntikOrper zeigen eine zu mMAb 6E1G (Fa. Signet) 
vergleichbare Immunreaktion und binden nicht an oligomer-spezifische Strukturen. 

In entsprechender Weise wurden MSuse mit Ap(1-42)-Oligomeren aus Beispiel 6b 
35 immunisiert und in an sich bekannter Weise monoklonale Antikorper etabliert. Dabei 
sekretierten 2 von 10 Hybrdidoma monoklonale Antikorper, deren Bndungsprofil 
insbesondere in Bezug auf die oben getesteten Reaktivitaten denen des Antiserums 
(a1)3hnlich sind. 



40 
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Herstellung von AP(1-42)-Fibrillen 

5 100 Ml 2 mg/ml Ap(1-42)-L6sung in 0.1 % NH4OH werden mit 300 pi Puffer (20 mM 
Na-Phosphat, 140 nnM NaCI, pH 7.4) auf 0,5 mg/ml verdQnnt und mit 0,1 M HCL auf 
pH 7.4 eingestelK ( 100 pM AP(1-42)). Die Probe wird 24 h bei 37 "C inkubiert und 
danach 10 min bei 10.000 g abzentrifuglert. Der erhaitene ProteinrOckstand wird mit 
400 pi Puffer (20 mM Na-Pliosphat, 140 mM NaCI, pH 7.4) resuspendlert. Die so 
10 erhaitene Ap(1-42)-Fibrilien-Praparation kann be! -20''C aufbewahrt werden und fOr 
weitere Untersuchungen eingesetzt werden. 

Beispiel 28 

15 Effekte von Ap(1-42)-Oligomere B-CL (aus Beispiel 14b) an Hippokampussclinitten 

400 |jM dicke, transversale Hippokampusschnitte wurden in einer 
Tauchschnittkammer bei 34 ^ C fOr mindestens 1h unter Perfusion von begaster 
Ringeri5sung (NaC1 124 mM, KCI 4,9 mlVI, IVigS04 1.3 mM, CaClg 2,5 mM, KH2PO4 

20 1,2 mM, NaHCOa 25,6 mM, Giucose 10 mM) adaptiert, Mit Hilfe einer monopolaren 
Stimulationselektrode wurden danacli die Schaffer-Kollateraie erregt und das 
excitatorische postsynaptisclie Potential (fEPSP) im Stratum Radiatum abgeleitet. 
Testpulse wurden mit 30 % der Reiszstarke gegeben, die ein maximales fEPSP 
erzeugt. Zur Induktion von Langzeit-Potenziemng wurden dreimal alle 10 Minuten 

25 100 Pulse mit einer Breite der Einzelpulse von 200 ps appliziert (starker Tetanus). 
Die resultierende Potenziemng der fEPSPs wurde fQr mindestens. 240 Minuten 
aufgezeichnet. Das EinspDIen des Oligomeren B-CL aus Beispiel 14b (500 nM) 
begann 20 Minuten vor dem ersten Tetanus und wurde 10 Minuten nach dem letzten 
Tetanus beendet. Der Anstieg (slope) der fEPSPs wurde ermlttelt und gegen die Zeit 

30 aufgetragen. 

Die Abblldung Fig 14 zeigt. dass der Einwasch von Ap(1-42)-Oligomeren die 
Langzeitpotenzlerung im Hippokampus vor allem in der anhaltenden Pliase 
(^maintenance phase") unterdrOckt. Dementsprechend haben die AP(1-42)- 
35 Oligomere B-CL einen EInfluli auf die Informatlonsspeicherung von Nervenzellen 
(zellul3res GedSchtnis). 



Beispiel 29 
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Bindung von Ap(1-42)-Oligomeren B (aus Beispiel 5b) an primare hippocampale 
Ratten-Neuronen 

Es wurde die Bindung der Ratten-Ap(1-42)-Oligomere B aus Beispiel 5b an primSre 
5 hippocampale Rattenneuronen untersucht. Die Hippocampus-Neuronen wurden in 
Neurobasalmedium mit B27-Supplement auf Poly-L-Lysin-beschichteten 
DeckglSschen kultivlert und am Tag 14 der Kultur verwendet. Die Bindung der 
Ollgomere an die Zellmembran der Neuronen erfolgte durch Zugabe von 200 nM 
(totals monomere Ap-Konzentratlon) Oligomeren in frisches Kulturmedium und einer 

10 Inkubatlon fQr 15 min. bei 37 "C. Nach Abnahme des Ap-haltigen Mediums wurde 
zweimal mit Medium gewaschen und die Zellen anschiie&end In 3.7 % Formaldehyd 
fixiert. Nach weiterem Waschen der Zellen wurden unspeziflsche Bindungsstellen mit 
10 % nomnalem Esel-Semm in PBS-Puffer 90 min bei Raumtemperatur blocklert. Als 
1. AntikOrper wurde 6E10 (aus Maus) In einer VerdQnnung von 1:2000 2 h bei 

15 Raumtemperatur appliziert. Die Zellen wurden emeut gewaschen und mit dem 2. 
Antik5rper (aus Esel). welcher gegen Maus gerichtet ist und an den der 
Fluoreszenzfarbstoff Cy3 gekoppelt ist, 2 h bei Raumtemperatur inkublert. Nach 
erneutem Waschen der Zellen wurden die Deckgldschen mit den Neuronen auf 
einem Objekttrager mit Eindeckmedium fixiert. Die hippocampalen Neuronen mit 

20 gebundenen Ap-Ollgomeren wurden im Fluoreszenzmikroskop dargestellt. Als 
Kontrolle wurde ein Ansatz verwendet, be! dem der 1. Antikdrper 6E10 weggelassen 
wurde. DIese Kontrolle zelgt somit die unspezifische Fluoreszenz, die nicht auf Ap 
basiert. 

25 Wie in Abb, 15a zu sehen ist, binden die Ollgomere an die Zelloberfiache der 
Neuronen in einer punktierten Weise. Im Gegensatz dazu zelgt die Kontrolle ohne 
den 1. Antikdrper 6E10 nur eine geringe unspezifische Fluoreszenz durch Bindung 
des 2. Antikdrpers an die Neuronen (Abb. 15b). 



30 
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PatentansprQche 



Oligomer des Amyloid-P(1-42)-Proteins mit einem apparenten 
Molekulargewicht in der SDS-Gelelektrophorese von etwa 15 kDa, oder eln 
Derivat davon. 

Oligomer des Amyloid-P(1-42)-Proteins mit einem apparenten 
Molekulargewicht in der SDS-Geieiektroptiorese von etwa 20 kDa, oder ein 
Derivat davon. 

Oligomer des Amy!oid-p(1-42)-Proteins mit einem apparenten 
Molekulargewiciit In der SDS-Gelelektrophorese von etwa 38 kDa, oder ein 
Derivat davon. 

Oligomer des Amyloid-p(1-42)-Proteins mit einem apparenten 
Molekulargewicht In der SDS-Gelelektrophorese von etwa 48 kDa, oder ein 
Derivat davon. 

Zusammensetzung, umfassend ein Gemisch aus einem Oligomer nach 
Anspruch 1 und einem Oligomer nach Anspruch 2, oder Derivaten davon. 
Zusammensetzung, umfassend ein Gemisch aus einem Oligomer nach 
Anspruch 3 und einem Oligomer nach Anspruch 4, oder Derivaten davon. 
Oligomer oder Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Derlvate eine nachweisbare Markierung 
aufweisen. 

Oligomer oder Zusammensetzung nach Anspruch 7, dadurch 
gekennzeichnet. dass die Markierung eine fluoreszierende, iumineszierende, 
colorimetrische, radioaktive oder magnetlsche Markiemng, oder eine 
Markierung mit Affinlat zu komplementaren Bindungspartnern ist. 
Oligomer oder Zusammensetzung nach einem der AnsprQche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Oligomer oder das Derivat quervemetzt 
ist. 

Oligomer Oder Zusammensetzung nach einem der AnsprQche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Derivat durch proteolytlsche Spaltung des 
Oligomers erhSltlich ist. 

Oligomer Oder Zusammensetzung nach Anspruch 10, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Derivat ein Oligomer eines Ap(x-42)-Fragments ist, 
wobei X fOr 8 bis 24, vorzugswelse fOr 10 bis 22 und insbesondere fOr 12 bis 
20 steht. 

Oligomer oder Zusammensetzung nach Anspmch 1 1 , dadurch 
gekennzeichnet, dass das Derivat ein Oligomer des Ap(12-42)-Fragments 
Oder des Ap(20-42)-Fragments ist, 

Verfahren zur Herstellung von Oligomeren eines gegebenenfails 
derivatisierten Amylold-p(1-42)-Proteins, dadurch gekennzeichnet, dass man 
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ein Detergenz auf monomeres Amylold-P(1-42)-Protein oder ein Derivat 
davon einwirken lasst und gegebenenfalls wenigstens ein Oligomer oder 
Derivat davon in an sicti bel<annter Weise gewinnt, 
14. Verfahren zur Hersteliung von Oligomeren eines gegebenenfalls 
5 derivatlslerten Amylold-p(1-42)-Protelns, dadurch gekennzeichnet, dass man 

ein Detergenz auf monomeres Amylold-P(1-42)-Proteln oder ein Derivat 
davon einwirken ISsst, anschlleKend die Detergenzwirkung verringert und 
welter Inkubiert. und gegebenenfalls wenigstens ein Oligomer oder Derivat 
davon in an sich bekannter Weise gewinnt. 
10 15. Verfaliren nacii Anspruch 14, dadurch gekennzelclinet, dass das Detergenz 
lonisch ist. 

16. Verfaliren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass das Detergenz 
Natrlumdodecylsulfat ist. 

1 7. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 3 bis 1 6, dadurch gekennzeichnet. 



15 dass die Einwlri<ungszeit des Detergenz etwa 1 bis 20 Stunden betrSgt. 

18. Verfahren nach Anspnjch 17, dadurch gekennzeichnet, dass die 

Elnwirkungstemperatur etwa 20 bis 50°C betragt. 
19 Verfahren nach einem der AnsprQche 14 bis 16, dadurch gekennzeichnet, 
dass die weitere Inkubationszeit etwa 10 bis 30 Stunden betragt. 
20 20. VerfahrennachAnspruch19, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Inkubationstemperatur etwa 20 bis 50°C betrSgt. 

21 . Verfahren nach einem der AnsprQche 1 3 bis 20, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Amyloid-p(1-42)-Protein zuvor zumindest partiell entfaltet. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass man dazu ein 
25 WasserstoffbrQcken-brechendes Agenz, vorzugsweise HFIP, auf das Protein 

einwirken Idsst. 

23. Verfahren nach einem der AnsprQche 13 bis 22, dadurch gekennzeichnet, 
dass man ein Quervemetzungsmittel auf das Oligomer einwirken Idsst. 

24. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 3 bis 23, dadurch gekennzeichnet, 
30 dass man eine Protease auf das Oligomer einwirken ISsst. 

25. Verwendung eInes Oligomers, eines Derivates davon oder einer 
Zusammensetzung nach einem der AnsprQche 1 bis 12 in einem 
diagnostlschen in vitro Nachweisverfahren. 

26. Venvendung eines Oligomers, eInes Derivates davon oder einer 
35 Zusammensetzung nach einem der AnsprQche 1 bis 12 In einem 

diagnostlschen in vivo Nachweisverfahren. 

27. Verwendung eines Oligomers, eines Derivates davon oder einer 
Zusammensetzung nach einem der AnsprQche 1 bis 12 fQr die Erzeugung 



von oligomerspezlfischen AntikOrpem. 
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28. Verfahren zur Charakterisierung einer Substanz Oder eines 
Substanzgemisches, wobel man 

I) die Substanz Oder das Substanzgemisches zur Verfugung stelit; 
ii) die Substanz Oder das Substanzgemisch auf ein Oligomer, Derivat 
5 davon Oder eine Zusammensetzung nach einem der AnsprQche 1 bis 

12 einwirken lasst; und 
iil) bestimmt, ob die Substanz oder bestimmte Telle des 

Substanzgemisches an das Oligomer, Derivat davon oder wenigstens 
ein in der Zusammensetzung enthaltenes Oligomer oder Derivat 
10 davon binden. 

29. Substanz oder Teil eines Substanzgemisches, dadurch gekennzelchnet, dass 
die Substanz oder der Teil mit einem Verfahren nach Anspruch 28 ais ein an 
das Oligomer, Derivat davon oder wenigstens ein In der Zusammensetzung 
enthaltenes Oligomer oder Derivat davon bindender Ligand identifizlerbar 1st. 

15 30. VenA^endung einer Substanz oder eines Tells eines Substanzgemisches nach 
Anspruch 29 zur Herstellung eines Medikaments zur Behandiung Amyloid-B- 
assozilerter, insbesondere dementieller Erkrankungen. 

31 . Verwendung einer Substanz oder eines Teils eines Substanzgemisches nach 
Anspruch 29 zur Herstellung einer Zusammensetzung zur Diagnose Amyloid- 

20 li-assoziierter, insbesondere dementieller Erkrankungen. 

32. Verfahren zur Herstellung von Antikorpern, wobei man 

i) einen Wirt mit wenigstens einem Oligomer. Derivat davon oder einer 
Zusammensetzung nach einem der Ansprliche 1 bis 1 2 immunisiert; 
und 

25 ii) ein als Antwort auf die Immunlsienjng gebildetes AntikSrper-haltiges 

Serum des Wirts gewinnt. 

33. Verfahren nach Anspruch 32, dadurch gekennzelchnet, dass man wenigstens 
einen Antikdrper des Serums selektiert, der das als Immunogen venvendete 
Oligomer, Derivat davon oder wenigstens ein in der als Immunogen 

30 verwendeten Zusammensetzung enthaltenes Oligomer oder Derivat davon 

erkennt. 

34. Verfahren zur Herstellung von Antikdrpern mit Spezlfitat fQr ein Oligomer oder 
Derivat davon nach einem der AnsprQche 1 bis 12, wobel man 

I) ein das Oligomer oder Derivat davon beinhaltendes Antigen 
35 bereitstellt; 

il) das Antigen auf ein Antlkorper-Repertoire einwirken ISsst; und 
ill) aus dem Repertoire einen Antikdrper selektiert, der an das Oligomer 
Oder Derivat davon spezifisch bindet. 
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35. Verfahren nach Anspruch 34. wobei man das Antigen auf das Antikbrper- 
Repertoire in vivo einwirken ISsst, indem man ein Tier mit dem Antigen 
immunisiert. 

36. Verfahren nach Anspruch 34, wobei man des Weiteren aus Lymphozyten des 
5 Tieres eine Reihe von Hybridomen etabliert und ein Hybridom selektiert, das 

einen spezifisch an das Oligomer oder Derivat davon bindenden Antikorper 
sekretiert. 

37. Verfahren nach Anspruch 34, wobei das Tier ausgewdhit ist unter MSusen, 
Ratten, HQhnern, Kameliden, Cynomolus-Affen, Kaninchen und Ziegen. 

10 38. Verfahren nach Anspruch 37, wobei das Tier eine Knockout-Maus mit APP- 
Defizienz ist. 

39. Verfahren nach Anspruch 37, wobei das Tier eine transgene Maus mit 

humanen Immunglobulingenen ist, die nach antigenem Stimulus menschliche 
Antikfirper erzeugt. 

15 40. Verfahren nach Anspruch 37, wobei das Tier eine Maus mit schwerer 
kombinierter Immundefizienz (SCID) ist, die mit humanen peripheren 
mononuklearen Blutzellen oder lymphoiden Zellen oder VorlSufem davon 
rekonstituiert ist. 

41, Verfahren nach Anspruch 37, wobei das Tier eine IVIaus ist, die mit einer 
20 letalen Ganzkorperbestrahlung behandelt wurde, anschlieiiend mit 

Knochenmarkszellen aus einer IVIaus mit schwerer kombinierter 

Immundefizienz (SCID) gegen Strahlung geschOtzt wurde, und der 

anschliefiend funktionale humane Lymphozyten oder Voriaufer davon 

transplantiert wurden. 
25 42. Verfahren nach Anspruch 34, wobei man das Antigen auf das Antikorper- 

Repertoire in vitro einwirken ISsst, indem man eine rekombinante 

Antikdrperbank mit dem Antigen screent. 
43. Verfahren nach Anspruch 42, wobei die rekombinante Antikdrperbank auf der 

OberflSche eines Bakterlophagen exprimiert ist. 
30 44. Verfahren nach Anspruch 42, wobei die rekombinante AntikOrperbank auf der 

OberflSche von Hefezeilen exprimiert ist. 

45. Verfahren nach Anspruch 42, wobei die rekombinante Antikdrperbank auf der 
OberflSche von bakteriellen Zellen exprimiert Ist. 

46. Verfahren nach Anspruch 42, wobei die rekombinante Antikdrperbank als 
35 RNA-Protein-Fuslonen exprimiert ist. 

47. Verfahren nach Anspruch 42, wobei die rekombinante Antikdrperbank eine 
scFv-Bank oder eine Fab-Bank ist. 

48. Verfahren nach Anspruch 42, wobei die rekombinante Antikdrperbank eine 
EinzeldomSnen-Bank ist. 
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49. Verfahren nach Anspruch 34, wobei man das Antigen auf das AntikSrper- 
Repertoire einwirken lasst, indem man ein Tier mit dem Antigen in vivo 
immunisiert, und ansclilieUend eine aus den lymphoiden Zellen des Tieres 
hergestellte rekombinante Antik6rperbank mit dem Antigen screent. 
5 50. Verfatiren nach Anspruch 34. wobei man das Antigen auf das Antikorper- 
Repertoire einwirken l§sst, indem man eln Tier mit dem Antigen in vivo 
immunisiert und anschlieKend eine aus dem lymphoiden Zelien des Tieres 
hergestellte rekombinante Antikdrperbank In vitro einer AffinitStsreifung 
unterzieht. 

10 51 . Verfahren nach Anspruch 34, wobei man das Antigen auf das AntikOrper- 
Repertoire einwirken Idsst, indem man ein Tier mit dem Antigen immunisiert 
und anschliel^end einzelne Zellen, die den antigenbindenden Antikdrper 
sekretieren, selektiert und aus den EInzelzeilen cDNAs fOr die variablen 
Regionen der schweren und ieichten Kette gewinnt. 

IS 52. Antikdrper, erhSltlich mit einem Verfahren nach einem der AnsprOche 32 bis 
51. 

53. Protein, das spezifisch an ein Oligomer Oder Derivat davon nach einem der 
AnsprOche 1 bis 12 bindet 

54. Protein nach Anspruch 53, wobei das Protein das Oligomer oder Derivat 
20 davon mit einer Affinitat im Bereich von Kd=10'®-10'''^ M bindet 

55. Protein nach Anspruch 54, wobei das Protein das Oligomer oder Derivat 
davon mit hOherer Affinitat als Kd=10"® M bindet. 

56. Protein nach Anspruch 54, wobei das Protein das Oligomer oder Derivat 
davon mit mit hOherer Affinitat als Kd=10"® M bindet. 

25 57. Protein nach Anspruch 54. wobei das Protein das Oligomer oder Derivat 
davon mit hOherer AffinitSt als Kd=1 0'^° M bindet. 

58. Protein nach Anspmch 54, wobei das Protein das Oligomer oder Derivat 
davon mit hdherer Affinitm als Kd=1 0'^^ IVI bindet. 

59. Protein nach einem der AnsprOche 53 bis 58, wobei das Protein monomeres 
30 Ap(1 -42)-Protein und/oder monomeres Ap(1 -40)-Protein mit geringerer 

Affinitat als Kd=10-* iVl bindet. 

60. Protein nach einem der AnsprOche 53 bis 59, wobei die Affinitat des Proteins 
fOr das Oligomer oder Derivat davon mindestens 10-fach hSher ist als fOr 
monomeres Ap(1-42)-Protein und/oder monomeres Ap(1-40)-Protein. 

35 61 . Protein nach einem der AnsprOche 53 bis 59, wobei die Affinitat des Proteins 
for das Oligomer oder Derivat davon mindestens lOO-fach hOher ist als fOr 
monomeres Ap(1-42)-Protein und/oder monomeres Ap(1-40)-Protein. 
62. Protein nach einem der AnsprOche 53 bis 59, wobei die Affinitat des Proteins 
fOr das Oligomer oder Derivat davon mindestens 1000-fach hOher ist als fOr 

40 monomeres Ap(1 -42)-Protein und/oder monomeres Ap{1 -40)-Protein. 
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63. Protein nach einem der AnsprQche 53 bis 62, wobei das Protein das Oligomer 
Oder Derivat davon mit einer l<orGeschwindigkeitsl^onstanten von 0.1 s''' oder 
weniger, mittels OberflSchenplasmonresonanz bestimmt, bindet 

64. Protein nach einem der AnsprOche 53 bis 63, wobei das Protein die Aktivitat 
5 des Oligomers oder Derlvats davon mit einer Hemmkonstante IC50 von 

1x10"® Oder weniger inhibiert. 

65. Protein nacli einem der AnsprQche 53 bis 64, wobei das Protein ein 
Antikerper ist, oder ein antigenbindender Teil davon. 

66. Antikerper nach Anspruch 65, wobei der AntikSrper ein im Wesentiichen 
10 humaner AntikOrper ist, oder ein antigenbindender Teil davon. 

67. AntikOrper nach Anspruch 65, wobei der Antikttrper ein chimarer AntikSrper 
ist, Oder ein antigenbindender Teil davon. 

68. Antikerper nach Anspruch 65, wobei der AntikOrper ein CDR-Graft-Antik6rper 
ist, Oder ein antigenbindender Teil davon. 

15 69. Protein nach einem der AnsprQche 53 bis 64, wobei das Protein ein vom T- 
Zelirezeptor abstammendes MolekQI oder eine vom T-Zellrezeptor 
abstammende Rezeptordomane, oder ein Fusionsprotein der 
Rezeptordomane mit einem Fc-Teil eines Immunoglobulins ist. 



70. Pharmazeutisches Mittel, enhaitend ein Protein nach einem der AnsprQche 
20 53 bis 69 und gegebenenfalls einen pharmazeutisch vertragiichen Trager. 

71 . Venvendung eines Proteins nach einem der AnsprQche 53 bis 69 zur 
Herstellung eines Medikaments zur Behandlung Amyloid-li-assoziierter, 
insbesondere dementieller Erkrankungen. 

72. Verwendung eines Proteins nach einem der AnsprQche 53 bis 69 zur 

25 [Herstellung einer Zusammensetzung zur Diagnose Amyloid-(i-assoziierter, 

insbesondere dementieller Erkrankungen. 

73. Vakzin, umfassend wenigstens ein Oligomer oder wenigstens ein Derivat 
davon oder eine Zusammensetzung nach einem der AnsprQche 1 bis 12. 

74. Verwendung eines Oligomer oder Derivates davon oder einer 

30 Zusammensetzung nach einem der AnsprQche 1 bis 12 zur l-lersteilung eines 

Vakzins zur Behandlung Amylold-R-assoziierter, insbesondere dementieller 
Erkrankungen. 
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<211> 42 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gin Lys 
15 10 15 

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala lie lie 
20 25 30 

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val lie Ala 
35 40 
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<400> 2 

Asp Ala Glu Phe Gly His Asp Ser Gly Phe Glu Val Arg His Gin Lys 
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20 25 30 



Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val He Ala 
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